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1 Einleitung 
Pflanzen haben im Verlauf der Evolution verschiedene Abwehrmechanismen gegen Pathogene 
entwickelt. Einer der Abwehrmechanismen ist die systemisch erworbene Resistenz (engl. 
systemic acquired resistance, SAR), die der Pflanze einen Schutz gegen ein breites Spektrum 
von Pathogenen und gegen abiotischen Stress verleiht. Die SAR ist unter anderem begleitet 
von einem Prozess, der „Priming“ (engl. vorbereiten) genannt wird (Kuc 1987). Priming 
erlaubt es der Pflanze, schneller und effektiver auf eine Infektion oder abiotischen Stress zu 
reagieren. Man nimmt an, dass die Fähigkeit der Pflanze, auf einen Stress schneller und stärker 
zu reagieren, der Pflanze eine erhöhte Widerstandsfähigkeit verleiht. Zu den bei der SAR 
schneller induzierten Reaktionen gehört u.a. die Induktion von Genen. Da die meisten Gene für 
Proteine kodieren, führt eine Induktion von Genen zumeist zur Produktion von Proteinen, die 
der Pflanze bestimmte Fähigkeiten verleihen. Die Induktion von Genen kann auf verschiedene 
Weise reguliert werden. Es ist bekannt, dass u.a. Transkriptionsfaktoren und Histone bei der 
Regulation von Genen eine große Rolle spielen. Histone sind Proteine, die zusammen mit der 
DNA so genannte Nukleosomen bilden. Nukleosomen sind Proteinkomplexe, um die die DNA 
gewickelt ist; sie sind ein Hauptbestandteil des Chromatins. Die Histone können modifiziert 
werden, wodurch die Zugänglichkeit von regulatorischen Proteinen zur DNA und zum 
Chromatin gesteuert wird. Zu den die Geninduktion regulierenden Proteinen gehören 
Transkriptionsfaktoren. Diese wirken, indem sie an regulatorische DNA-Sequenzen oder an 
das Chromatin binden und für die Geninduktion notwendige Proteine rekrutieren. In dieser 
Arbeit werden Histonmodifikationen an den Promotoren von geprimten Genen untersucht. 
Darüber hinaus wird versucht, die Wirkungsweise des Hitzeschock-Transkriptionsfaktors B1 
(HSFB1) zu ermitteln, der für das Priming notwendig ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit leisten 
einen Beitrag zum besseren Verständnis des Primings bei Pflanzen und der dadurch bewirkten 
verbesserten Induktion von Genen, der eine Rolle bei der Pathogen- und Stressabwehr von 
Pflanzen zugesprochen wird. 
 
1.1 Die systemisch erworbene Resistenz 
Aufgrund der Beobachtung an Tabakpflanzen, dass nach einer Infektion mit einem 
nekrotisierenden Virus nicht infiziertes Gewebe eine erhöhte Resistenz gegen eine 
Folgeinfektion entwickelte (Ross 1961), wurde diese sich in der gesamten Pflanze 
ausbreitende Resistenz systemisch erworbene Resistenz (SAR) genannt. Die SAR bietet den 
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Pflanzen einen lang anhaltenden Schutz gegen ein breites Spektrum an Pathogenen wie Viren, 
Bakterien, Oomyceten und Pilzen (Ryals et al. 1996, Sticher et al. 1997) und wird von vielen 
nekrotisierenden Erregern induziert. Dabei können die Nekrosen entweder eine Folge von 
Krankheitsläsionen oder eine Folge einer hypersensitiven Reaktion der Pflanze sein. Die 
Fähigkeit von nekrotisierenden Erregern, die SAR zu induzieren, erweckte den Anschein, 
dass Nekrosen für das Auslösen der SAR notwendig sind. Mittlerweile weiß man jedoch, dass 
das Erkennen von Mikroben-assoziierten molekularen Mustern (MAMPs; z.B. Flagellin oder 
Lipopolysaccharide) ausreicht, um eine SAR zu induzieren (Mishina and Zeier 2007).  Mit 
der SAR ist unter anderem auch die Aktivierung der Expression zahlreicher so genannter PR-
Gene (pathogenesis-related genes) assoziiert. 
 
1.1.1 PR-Gene 
Da man PR-Proteine ursprünglich in Tabak nach einer Virus-Infektion entdeckte (van Loon 
and van Kammen 1970), nannte man sie mit der “Pathogenese assoziierte Proteine“ (engl. 
pathogenesis-related proteins).  Mittlerweile konnte die Induktion von PR-Genen in vielen 
Pflanzenarten verschiedener Familien gezeigt werden. Manche PR-Proteine haben eine 
antimikrobielle Wirkung, indem sie als β-1,3-Endoglucanasen und Endochitinasen wirken 
(Van Loon 1999). Die Erhöhung der Expression von PR-Genen in einer pathologischen 
Situation oder Stresssituation erfolgt sowohl im infizierten (lokalen) sowie im dem weiter 
entfernt liegenden (systemischen) Gewebe (Durrant and Dong 2004). Zwar ist die Rolle der 
PR-Gene für die Etablierung der SAR unbekannt, ihre Expression ist jedoch ein guter 
molekularer Marker für die Induktion der SAR. Die Assoziation der Induktion von PR-Genen 
und der SAR wurde schon von White (1979) beobachtet, als er eine Anreicherung von PR-
Proteinen und eine erhöhte Resistenz gegen TMV nach einer Behandlung von Tabakpflanzen 
mit Salicylsäure (SA) induzierte.  
1.1.2 Rolle von SA bei der SAR 
SA ist ein Signalmolekül in Pflanzen und ist für die Induktion der SAR essentiell (Durrant 
and Dong 2004). In Tabak konnte gezeigt werden, dass nach einer Pathogeninfektion die SA 
Konzentration im lokalen und systemischen Gewebe ansteigt, und dass dieser Anstieg mit der 
Induktion von PR-Genen einhergeht (White 1979). Die Notwendigkeit von SA für die SAR 
wurde zunächst mit transgenen Pflanzen bestätigt, die das bakterielle Enzym Salicylat-
Hydroxylase (NahG) akkumulierten und dadurch SA in Catechol umwandeln. Diese Pflanzen 
waren unfähig, große Mengen an SA nach einer Pathogeninfektion zu akkumulieren und sie 
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waren nicht in der Lage, die Expression von PR-Genen oder die SAR zu induzieren (Delaney 
et al. 1995, Gaffney et al. 1993). Auch wenn die SA-Konzentration im infizierten Geweben 
ansteigt und SA durch die Pflanze in das systemische Gewebe transportiert wird und darüber 
hinaus SA auch im systemischen Gewebe akkumuliert, so ist SA für die Weiterleitung des die 
SAR auslösenden Signals vermutlich nicht notwendig (Rasmussen et al. 1991, Vernooij et al. 
1994). Der durch das die SAR auslösende Signal bewirkte Anstieg von SA im systemischen 
Gewebe ist jedoch für die SAR notwendig (Rasmussen et al. 1991, Vernooij et al. 1994). Die 
Bedeutung von SA bei der SAR untermauern zusätzlich SA Analoga wie 2,6-
Dichloroisonikotinsäure (INA) und Benzothiadiazol (BTH), deren Anwendung die gleichen 
PR-Gene aktiviert, wie sie bei der SAR induziert werden. (Friedrich et al. 1996, Görlach et al. 
1996, Kohler et al. 2002, Lawton et al. 1996, Ward et al. 1991). So wie SA und ihre 
chemischen Analoge bestimmte Abwehrgene direkt induzieren, bereiten sie die Induktion 
anderer Abwehrgene nur vor (Kohler et al. 2002). 
1.1.3 „Priming” bei SAR 
Die Fähigkeit, bestimmte zelluläre Prozesse schneller und stärker zu aktivieren, ist ein die 
SAR begleitendes Phänomen (Conrath et al. 2002). Es folgt vermutlich aus einem 
sensibilisierten Zustand der Pflanze, der es ihr ermöglicht, auf einen Reiz schneller zu 
reagieren (Kohler et al. 2002). Man nimmt an, dass diese Fähigkeit zu einer höheren 
Widerstandsfähigkeit der Pflanze gegenüber z.B. einem Pathogen oder einem abiotischen 
Stress beiträgt. (Conrath et al. 2002). Den Prozess, der der Pflanze eine schnellere Reaktion 
ermöglicht, nennt man „Priming“ (engl. vorbereiten). Eine durch SAR-Induktoren geprimte 
Pflanze reagiert nicht nur schneller und stärker auf einen Reiz, sondern sie reagiert vielmehr 
auch auf viel schwächere Reize als im ungeprimten Zustand. „Priming“ kann durch z.B. mit 
den SAR-Induktoren SA, INA und BTH (Kohler et al. 2002) oder durch eine vorhergehende 
Infektion mit bestimmten Viren, Bakterien, Oomyceten und Pilzen erfolgen (Durrant and 
Dong 2004). Zu den geprimten Abwehrreaktionen zählen u.a. die hypersensitive Reaktion, 
Zellwandverstärkung sowie die Expression einiger Abwehrgene. Zu den durch die SAR-
Induktoren geprimten Abwehrgenen gehören u.a. Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels 
sowie Gene für die WRKY-Transkriptionsfaktoren (Conrath et al. 2002). Doch ist „Priming“ 
während der SAR nicht das einzige Beispiel, bei dem ein Reiz die Sensibilität auf einen 
Folge-Reiz erhöht. So kann man bei Heuschreckeneiern die durch das Juvenilhormon 
verursachte Induktion von Vitellogenin durch vorherige Gabe des Juvenilhormon-Analog 
Methopren erhöhen (Wyatt 1996). Ähnlich kann man mit Interferon-γ oder dem 
Granulocyten/Monocyten-Kolonie-Stimulationsfaktor die durch bakterielle Lipopoly-
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saccharide verursachte Induktion von den an der Abwehr beteiligten Cytokinen Interferon-α, -
β, Tumornekrosefaktor und Interleukin-12 „primen“ (Hayes et al. 1995). „Priming“ ist also 
nicht nur auf Induktionen von Abwehrreaktionen beschränkt, sondern scheint eine allgemeine 
Erscheinung von Signalübertragungswegen zu sein. Man nimmt an, dass „Priming“ bei 
Abwehrreaktionen von Vorteil ist, weil durch eine schnellere und stärkere Abwehrreaktion 
der Organismus negativen Einflüssen schneller und besser entgegenwirken kann (Conrath et 
al. 2002). Da die Proteine des Phenylpropan-Stoffwechselwegs für die zur Pathogen-Abwehr 
benötigte Sekundärmetabolite verantwortlich sind, scheint es evolutionär von Vorteil gewesen 
zu sein, dass die Gene für diese Proteine für eine bessere Expression geprimt werden können. 
1.1.4 Die Gene des Phenylpropan-Stoffwechselwegs   
Pflanzen synthetisieren im Phenylpropan-Stoffwechselweg für die Abwehr benötigte 
Phytoalexine, ligninähnliche Polymere und Lignin (Fraser and Chapple 2011, Hahlbrock and 
Scheel 1989, La Camera et al. 2004). Unter dem Begriff Phytoalexine werden 
niedermolekulare, antimikrobiell wirkende, pflanzliche Sekundärstoffe  zusammengefasst 
(Barber et al. 2000). Während Phytoalexine das Wachstum des Erregers hemmen können 
(Tsuji et al. 1992), könnte durch Lignin-ähnliche Polymere die Ausbreitung der Infektion 
lokal eingegrenzt werden. Durch die Verstärkung der Zellwände mit diesen Polymeren könnte 
z.B. der Penetration von Zellen durch Krankheitserreger physikalisch entgegengewirkt 
werden (Jayamohan and Kumudini 2011, Underwood 2012). Zu den Genen des 
Phenylpropan-Stoffwechselwegs gehören u.a. die Gene für die  PHENYLALANIN-
AMMONIUM-LYASE 1 und 2 (PAL1, PAL2), das Gen für die 4-CUMARAT-COA-LIGASE 
(4CL), sowie das Gen für ZIMTSÄURE-4-HYDROXYLASE (C4H). Die Bedeutung der Gene 
des Phenylpropan-Stoffwechselwegs  bei der Abwehr von Pathogenen wird durch die 
Beobachtung untermauert, dass ihre Expression durch Erreger oder MAMPs in 
unterschiedlichen Pflanzenarten induziert wird. Z.B. werden PAL1 und PAL2 in Arabidopsis 
vorübergehend und zeitgleich nach einer Inokulation mit Pseudomonas syringae pv. tomato 
induziert (Wanner et al. 1993).  PAL1 und 4CL zeigen durch SA und BTH induziertes 
„Priming“ in Petersilie nach Zugabe eines Zellwand-Elicitors aus Phytophthora megasperma 
f. sp. glycinea (Pmg) (Katz et al. 1998, Thulke and Conrath 1998) und in Arabidopsis nach 
einer Inokulation mit Pseudomonas syringae pv. tomato (Kohler et al. 2002). Eine andere 
Gruppe von Genen, die bei der Abwehr von Pathogenen eine Rolle spielen, sind die WRKY 
Transkriptionsfaktoren (WRKY-TF).  
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1.1.5 WRKY-Transkriptionsfaktoren 
In Arabidopsis thaliana werden 74 Transkriptionsfaktoren aufgrund ihrer konservierten 
Aminosäuresequenz WRKYGQK als WRKY-TFs bezeichnet. Die meisten WRKY-TFs 
binden die minimale Konsens-Sequenz TTGACC/T in der DNA. Diese Konsenssequenz 
bezeichnet man als „W-Box“ (Rushton et al. 2010). Den WRKY-TFs wird bei Abwehr von 
Pathogenen in Pflanzen eine große Bedeutung zugesprochen, da die W-Box gehäuft in 
Promotoren von stressinduzierten Genen vorkommt (Maleck et al. 2000, Rushton et al. 2010). 
Darüber hinaus werden viele der Gene für WRKY-TFs nicht nur von Pathogenen und SA 
(Dong et al. 2003), sondern auch durch Behandlung mit MAMPs wie Flagellin induziert 
(Asai et al. 2002). Mittlerweile konnte vielen WRKY-TFs eine Funktion bei der Abwehr von 
Pathogenen zugeordnet werden (Eulgem and Somssich 2007). So wurde z.B. gezeigt, dass der 
Transkriptionsfaktor WRKY18 für die Ausbildung der SAR notwendig ist (Wang et al. 2006) 
und eine WRKY70-Überexpression zur erhöhten Aktivität von PR-Genen führt (Li et al. 
2004). Eine andere Gruppe von Stress-induzierten Transkriptionsfaktoren sind die Hitze-
Schock-Faktoren (HSF). 
1.1.6 Hitze-Schock-Transkriptionsfaktoren 
Hitze-Schock-Faktoren (HSF) wurden ursprünglich als Regulatoren der Hitzeschockantwort 
in Hefen entdeckt, regulieren diesen Prozess aber auch in anderen Organismen (Sorger 1991). 
Während Hefe einen und Säugetiere vier HSFs besitzen, kodiert das Genom von Arabidopsis 
für 21 HSFs. In allen Eukaryoten erkennen HSFs die als Hitze-Stress-Element (HSE) 
bezeichnete DNA-Sequenz 5’-AGAANNTTCT-3’ (Nover et al. 2001). In Arabidopsis 
werden die HSFs auf Grund ihrer Oligomerisationsdomäne in die drei Klassen A, B und C 
unterteilt. Man spricht nur der Klasse A eine Transkriptions-aktivierende Funktion zu, weil 
nur sie eine C-terminale Aktivierungsdomäne besitzt. Es wurde aber auch gezeigt, dass 
HSFB1 aus Tomate als Co-Aktivator der Transkription wirken kann (Bharti et al. 2004). In 
Arabidopsis ist die Induktion der HSFs nicht auf die Hitzeschock-Antwort begrenzt. Z.B. 
wurde gezeigt, dass sowohl die Expression der HSFs, als auch die der Hitze-Schock-Proteine 
von verschiedenen biotischen und abiotischen Stressreizen induziert werden (Swindell et al. 
2007, von Koskull-Doring et al. 2007). Hinweise auf eine Beteiligung von HSFs bei der SAR 
liefern Arbeiten am HSFA1b und HSFB1. Es wurde gezeigt, dass eine Überexpression von 
HSFA1b eine erhöhte Resistenz von Arabidopsis gegen Pst DC3000, Hyaloperenospora 
parasitica und dem Turnip crinkle Virus hervorruft (Mullineaux and Bechtold 2009). 
Arbeiten zur Rolle von HSFB1 zeigten, dass eine hsfb1-Mutante sowohl eine beeinträchtigte 
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SAR, als auch fehlendes „Priming“ an den WRKY29- und PAL1-Genen zeigt (Pick et al. 
2012). Außerdem wurde gezeigt, dass der HSFB1 für die Ausbildung der erworbenen 
Thermotoleranz notwendig ist (Ikeda et al. 2011). Die Genexpression wird jedoch nicht nur 
durch promotorspezifische Vorgänge gesteuert; vielmehr gibt es auch Vorgänge, die an vielen 
Promotoren gleichartig ablaufen. Zu einem solchen Vorgang gehören die 
Transkriptionsinitiation und das Zusammenlagern des Präinitiationskomplexes (PIC). 
 
1.2 Transkriptionzyklus 
Der Begriff „Transkriptionszyklus“ beschreibt zusammenfassend die Transkriptionsinitiation 
(TI), Transkriptionselongation (TE) und Transkriptionstermination (TT). Unter TI versteht 
man einen kontrollierten Vorgang am Promotor von Genen, der dadurch gekennzeichnet ist, 
dass sich ein transkriptionsfähiger Proteinkomplex am Promotor ausbildet, der die DNA in 
RNA zu transkribieren beginnt. Eine Transkriptionsinitiation führt aber nicht zwangsläufig 
zur Transkriptionselongation (TE), die zur vollständigen Transkription eines Gens führt. In 
mehreren Organismen hat man zeigen können, dass die Steuerung der Genexpression auf 
Ebene der Transkription oft erst nach der Bindung der RNA-Polymerase an den Promotor 
geschieht (Margaritis and Holstege 2008, Min et al. 2011, Muse et al. 2007, Radonjic et al. 
2005, Zeitlinger et al. 2007). Für die TI an Promotoren, die von der RNA-Polymerase II 
(RNAPII) transkribiert werden, ist unter anderem die Ausbildung eines Prä-
Initiationskomplex (PIC) notwendig. Der PIC entsteht durch die Bindung von generellen 
Transkriptionsfaktoren (GTFs) und der RNAPII an einen Promotor. Ein verallgemeinertes 
Modell der Ausbildung eines PIC ist in Abbildung 1.1 dargestellt, wobei die einzelnen GTFs 
und die RNAPII Proteinkomplexe und nicht einzelne Proteine sind. Bei der Ausbildung eines 
PIC geht man derzeit davon aus, dass nach dem Binden eines Aktivators in Form eines 
Transkriptionsfaktors an die DNA (A), dieser die Bindung eines Mediatorkomplexes an den 
Promotor fördert (B). Der Mediatorkomplex vermittelt die aktivierende Wirkung des 
Transkriptionsfaktors, indem er die Bindung der GTFs TFIIB, TFIIA und TFIID zusammen 
mit dem TATA-Box-Bindeprotein (TBP) an den Promotor fördert (C). Der daraus 
resultierende Komplex dient als Plattform für die Bindung von RNAPII und TFIIF, wodurch 
ein so genannter, weil die DNA noch nicht aufgeschmolzen ist, geschlossener 
Promotorkomplex resultiert (D). Erst nach der Bindung von TFIIH und TFIIE, kann die 
Helikaseaktivität des TFIIH zur Aufschmelzung der DNA führen und sich ein offener 
Komplex ausbilden (E). Der Komplex aus den GTFs TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF, TFIIH und 
aus RNAPII wird im Allgemeinen als PIC angesehen und kann in einer TE resultieren. 
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Verlässt die RNAPII zusammen mit TFIIF den Promotor, hinterlässt sie einen partiell 
zusammengelagerten PIC, der als Gerüst (F) dient, um eine nachfolgende Initiation zu 
beschleunigen. Eine solche Reinitiation wird als für hohe Transkriptionsraten notwendig 
angesehen (Yudkovsky et al. 2000), da die Bindung des TFIID, der die Bindung der RNAPII 
an  den  Promotor  vermittelt,  als  ein langsamer, die Transkriptionrate limitierender Prozess 
 
Abbildung 1.1: Verallgemeinertes Modell der Transkriptionsinitiation an Promotoren  
Die Abbildung zeigt verallgemeinert die Zusammenlagerung von GTFs und  der RNAPII zu einem PIC. Die 
Bindung eines Aktivatorproteins an den Promotor (A) fördert die Bindung eines Mediatorproteinkomplexes (B). 
Dieser dient den GTFs TFIIA, TFIIB, TFIID und TBP als Gerüst und fördert ihre Bindung an den Promotor (C). 
An diesen partiell zusammengelagerten PIC kann sich die RNAPII mit dem TFIIF anlagern, was in einem 
geschlossenen Promotor resultiert (D). Nach der Anlagerung von TFIIH und TFIIE kommt es zur 
Aufschmelzung der DNA (offener Promotorkomplex (E)). Die elongierende RNAPII verlässt zusammen mit 
TFIIF den Promotor,  der restliche PIC verbleibt am Promotor (F) und beschleunigt als Gerüst für eine 
Reinitiation den nächsten Transkriptionszyklus. A1: Aktivatorprotein, RNAPII: RNA-Polymerase II, TF: 
Transkriptionsfaktor, TBP=TATA-Box-bindendes Protein, (Chadick and Asturias 2005). 
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angesehen wird (Nikolov and Burley 1997, Wu and Chiang 2001). Es ist zu beachten, dass 
der in Abbildung 1.1 abgebildete Mechanismus, der in TI resultiert und die Transkriptionsrate 
durch Reinitiation beschleunigen kann, verallgemeinernd dargestellt ist und nicht auf alle 
Promotoren anwendbar ist. Einerseits trifft die Reihenfolge, in der sich die GTFs in 
Abbildung 1.1 an den Promotor anlagern, nicht auf alle Promotoren zu. Z.B. hat man  gezeigt, 
dass sich TFIIE und TFIIF bereits vor der RNAPII an den Promotor anlagern können. Zum 
Anderen hat man aber auch zeigen können, dass partiell zusammengelagerte PICs aus TFIIA, 
TFIIB, TFIID, TFIIE und TFIIF an Promotoren vorkommen können, und die partiell 
zusammengelagerten PICs erst auf einen Reiz hin komplettiert werden (Zanton and Pugh 
2006). Aber nicht nur die zeitliche Abfolge der Zusammenlagerung variiert zwischen 
einzelnen Promotoren, sondern auch die Zusammensetzung des PIC. Man hat in Hefe und 
Vertebraten gefunden, dass der TFIID, der aus dem TBP und TATA-Bindeprotein-assoziierte 
Faktoren (TAFs) besteht, nicht an allen Klasse II-Promotoren vorzufinden ist. In der Hefe 
kann der TFIID durch den zum TFIID ähnlichen Proteinkomplex Spt-Ada-Gcn5-
Acetyltransferase (SAGA) und in Vertebraten durch den so genannten „TBP-related-factor“ 
(TRF) im Verbund mit TAF3 ersetzt werden (Sikorski and Buratowski 2009, Zanton and 
Pugh 2006). Aber nicht nur TFIID kann an Promotoren fehlen. Zum Beispiel wurde gezeigt, 
dass auch TFIIH nicht an allen Promotoren vorzufinden ist (Zanton and Pugh 2006). 
Zusätzlich zur Zusammensetzung der Proteinkomplexe ist für den Transkriptionszyklus eines 
Gens auch ein kontrollierter Ablauf der beim Transkriptionszyklus ablaufenden Prozesse 
wichtig. Eine besondere Rolle bei der Kontrolle dieser Prozesse hat die Phosphorylierung der 
C-terminalen-Domäne (CTD) der RNAPII, da bestimmte Phosphorylierungen der CTD den 
Übergang von der TI zur TE, die Traskriptionstermination, sowie die Prozessierung der 
synthetisierten RNA steuern. Die CTD besteht unter anderem aus dem sich wiederholenden 
stark konservierten Heptapeptid Y1S2P3T4S5P6S7 (Koiwa et al. 2004). In Hefe findet man 26, 
in Arabidopsis 34 und im Menschen 52  dieser Heptapeptide in der CTD. Das Heptapeptid 
kann unter anderem an den Aminosäureresten Serin-2 und Serin-5 phosphoryliert (Ser2P, 
Ser5P) werden (Palancade and Bensaude 2003). Die Phosphorylierung der CTD steuert die 
Bindung von Proteinen an die CTD (Buratowski 2009, Egloff and Murphy 2008). Betrachtet 
man die Verteilung der phosphorylierten RNAPII auf einem Gen, so findet man die RNAPII 
mit Ser5P präferentiell am 5’-Ende und die RNAPII mit Ser2P präferentiell am 3’-Ende des 
Gens (Buratowski 2009, Egloff and Murphy 2008). Im Allgemeinen wird der Ser5P unter 
anderem die Aufgabe zugesprochen, dass sie das Verlassen der RNAPII vom Promotor, sowie 
das Anhängen der CAP-Struktur an die neu synthetisierte RNA, sowie das Zusammenspleißen 
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der Promoter-proximalen Exone fördert. Die Ser2P fördert dagegen die Elongation, das 
Zusammenspleißen Promoter-distaler Exone, die Termination, die Abspaltung des 3’-Endes 
der RNA und die deren Polyadenylierung. Eine strikte Aufteilung der Aufgaben der Ser2P 
und Ser5P lässt sich jedoch nicht vornehmen, da z.B. gezeigt wurde, dass zur 
Qualitätssicherung die Prozessierung der 5’-RNA-Bereiche einen Einfluss auf die TE und die 
Prozessierung der 3’-RNA-Bereiche hat. In Abbildung 1.2 ist ein verallgemeinertes Modell 
dargestellt, das zeigt, wie die RNAPII-Phosphorylierung während eines 
Transkriptionszykluses sich ändert, und welche Prozesse mit der Phorphorylierung der CTD 
einhergehen (Sims et al. 2004b). Bei der Bindung der RNAPII an den Promotor ist die CTD 
unphosphoryliert (A). Einer der ersten Vorgänge bei der TI ist die Phosphorylierung der 
RNAPII an Ser5. Die Ser5P ist zwar für die TI nicht notwendig, fördert aber die TI. Es wurde 
zudem gezeigt, dass die Ser5P ausreicht, um eine Dissoziation der RNAPII vom Mediator zu 
induzieren (Sogaard and Svejstrup 2007). Die CTD wird am Ser5-Rest von einer sich im 
TFIIH befindenden Kinase phosphoryliert. Sie kann aber auch von Mitogen-aktivierten 
Protein(MAP)-Kinasen phosphoryliert werden. Man hat gezeigt, dass nachdem das Transkript 
eine Länge von ungefähr 18 Nukleotiden erreicht hat, der DSIF (5,6-dichloro-1-β-D-
ribofuranosylbenzimidazole sensitivity-inducing factor) an die RNAPII und das Transkript 
bindet (Missra and Gilmour 2010), und der NELF (negativ elongation factor) von DSIF 
rekrutiert wird. Sowohl DSIF und NELF inhibieren die Elongation, wobei die RNAPII anhält 
(Abb. 1.2 B). Dieser Zustand der Polymerase dient unter anderem zur Qualitätssicherung der 
RNA-Prozessierung, wobei sichergestellt wird, dass die CAP-Struktur an die RNA angehängt 
wird. Das für die CAP-Struktur verantwortliche CE (capping enzyme) bindet an die Ser5P-
CTD und wird von dieser allosterisch aktiviert (Pei et al. 2001). Der angehaltene Zustand 
scheint aber zusätzlich zur CAP-Anlagerung auch ein wichtiger Regulationsschritt für die 
Genexpression zu sein. In unterschiedlichen Spezies wurde gezeigt, dass an vielen inaktiven 
Genen eine die Transkription bereits initiierende Polymerase vorhanden ist (Guenther et al. 
2007, Lee et al. 2006, Radonjic et al. 2005). Für das Aufheben des pausierenden Zustands der 
RNAPII ist der P-TEF (positiv transcription elongation factor) notwendig. P-TEF kann durch 
transkriptionelle Aktivatoren rekrutiert werden und phosphoryliert unter anderem den Ser2-
Rest der CTD sowie DSIF. Die Phosphorylierung des DSIF hat eine Dissoziation des NELF 
zur Folge, was das Pausieren der RNAPII  aufhebt und in einer TE resultiert (Abb. 1.2 C). 
NELF bindet an Proteine, die mit der CAP-Struktur der RNA assoziiert sind und P-TEF und 
der phosphorylierte DSIF dienen der  RNAPII  weiterhin  als  Elongationsfaktoren.  Bei  der  
Elongation  nimmt  die  Ser2P der CTD zu und die Ser5P dagegen mit dem Erreichen einer 
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bestimmten Transkriptlänge ab. In Genom-weiten Untersuchungen an der Hefe wurde 
gezeigt, dass die größte Abnahme bei der Ser5P und die größte Zunahme der Ser2P etwa 
 
Abbildung 1.2: Modell zur Regulation des Transkriptionszykluses durch die Phosphorylierung der CTD 
Im Allgemeinen bindet die RNAPII in einer unphosphorylierten Form an den Promotor (A). Bei der TI wird die 
RNAPII an Serin5 der CTD phosphoryliert (Ser5P). Die Ser5P der CTD ist für die Destabilisierung der Bindung 
zwischen RNAPII und den GTFs ausreichend; sie fördert das Verlassen des Promotors durch die RNAPII. 
Nachdem die RNAPII die Transkription initiiert, binden der sog. 5,6-dichloro-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazole 
sensitivity-inducing factor (DSIF) und der negative Elongationsfaktor (NELF) an die Polymerase und 
veranlassen diese zum Anhalten. Dieses Anhalten dient u.a. zum Anhängen der CAP-Struktur an die RNA durch 
das Capping-Enzym (CE), das an die Ser5P bindet und durch Ser5P auch aktiviert wird. Für das Aufheben der 
Pause wird P-TEF (positiver Transkriptionselongationfaktor) benötigt. P-TEF phosphoryliert die CTD an Serin2 
(Ser2P) und den DSIF, was eine Dissoziation des NELF vom DSIF bewirkt. Während der 
Transkriptionselongation dienen Ser5P und Ser2P als Bindungsstellen für Proteine, die an der RNA-
Prozessierung beteiligt sind. CTD: C-terminale-Domäne, RNAPII=RNA-Polymerase II, GTFs=generelle 
Transkriptionsfaktoren, NELF: negativer Elongationsfaktor, DSIF: 5,6-dichloro-1-β-D-
ribofuranosylbenzimidazole sensitivity-inducing factor, CE: Capping-Enzym, P-TEF: positiver 
Transkriptionselongationfaktor, EFs: Elongationsfaktoren, CPSF: cleavage and polyadenylation specificity 
factor, SF:Spleißingfaktoren (Sims et al. 2004b). 
 
450bp nach dem Transkriptionsstart erfolgen (Kim et al. 2010). Während der Elongation 
koordiniert die Phosphorylierung der CTD Prozesse der Elongation, der RNA-Prozessierung 
und der Transkriptionstermination (Abb. 1.2 C, D). Man geht davon aus, dass die RNAPII 
nach der Termination dephosphoryliert wird (Sims et al. 2004b). Wie später in dieser 
Einleitung beschrieben wird, wurde für die Phosphorylierung der RNAPII-CTD auch gezeigt, 
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dass sie an der Regulation von Histonmodifikationen beteiligt ist. Histone sind Proteine, die 
repetitiv entlang der DNA vorkommen und den Hauptbestandteil des Chromatins bilden. 
 
1.3 Chromatin 
Als Chromatin bezeichnet man einen Verbund aus DNA und Proteinen. In Eukaryonten ist die 
DNA im Zellkern mit bestimmten Proteinen assoziiert, so dass das Chromatin das 
physiologisch relevante Substrat für die Prozesse Transkription, Chromosomen-Segregation, 
Replikation, Reparatur und Rekombination von DNA darstellt (Wu and Grunstein 2000). Die 
Grundeinheit des Chromatins ist das Nukleosom, das aus einem 147 bp langen DNA-Molekül 
besteht, das als linksgewundene Superhelix 1,75-mal um ein Octamer von Histonproteinen 
gewickelt ist (Luger et al. 1997). Die einfachste Organisationsstufe des Chromatins, die unter 
nicht-physiologischen Bedingungen beobachtet wurde, ist das 11nm große, sog. 
Nukleosomenfilament. Dieses besteht aus Nukleosomen, die entlang der DNA nachweislich 
alle 167 bis 237bp vorkommen und über eine in der Länge variierende Linker-DNA 
verbunden sind (Fransz and de Jong 2011). Unter physiologischen Bedingungen bildet das 
Nukleosomenfilament spontan eine 30nm große Struktur aus, dessen Aufbau umstritten ist. 
Früher wurde eine spiralartige Anordnung von Nukleosomen angenommen, heute aber 
befürwortet man das sog. ″Zigzag″-Modell (Dorigo et al. 2004, Grigoryev et al. 2009, 
Schalch et al. 2005). Des Weiteren können 30nm-Filamente durch Verdrillen Schleifen 
bilden, die an ein Kerngerüst aus Proteinen binden. In den Kernteilungsphasen der Zelle 
erfolgt eine noch stärkere Verpackung der DNA in Strukturen mit 300nm und 700nm 
Durchmesser. Über den Aufbau von Organisationstufen mit mehr als 30nm Durchmesser 
während der Interphase ist wenig bekannt.  
Die Chromatinstruktur beeinflusst die Zugänglichkeit der DNA für Transkriptionsfaktoren 
und den Transkriptionsapparat (Eberharter and Becker 2002, Grunstein 1997). Somit hat sie 
einen großen Einfluss auf die Genaktivität. Im Interphasenkern unterteilt man das Chromatin 
in transkriptionspermissives Euchromatin und transkriptionsrepressives Heterochromatin. 
Euchromatin nennt man Bereiche, in denen das Chromatin in einer relativ lockeren Struktur 
vorliegt und in der Geninduktion und Gentranskription möglich sind. Konstitutives 
Heterochromatin beherbergt Gen-arme Regionen, z.B. repetitive centromerische, 
pericentromerische und telomerische Bereiche (Brown 1966). Fakultatives Heterochromatin 
tritt zwischen den euchromatischen Bereichen auf und beherbergt Gene, die differentiell 
abgeschaltet wurden. Die Menge dieses heterochromatisierten, ehemaligen Euchromatins 
nimmt in Vertebraten mit der Differenzierung erheblich zu (Francastel et al. 2000, Leitch 
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2000). Dies legt nahe, dass die differentielle Genexpression in diesen Organismen zum 
großen Teil über differentielles Ausschalten von Genen erfolgt (Francastel et al. 2000). 
Deshalb scheint die Regulation der Chromatinstruktur in der Hierarchie der Ereignisse bei der 
Genaktivierung über der Promotoraabhängigen Genaktivierung zu stehen. Die Regulation 
zwischen Euchromatin und Heterochromatin wird u.a. durch sog. Chromatinschleifen 
gesteuert. Das eukaryontische Genom ist von Matrix-assoziierten-Regionen (MARs) in 4-
200kb lange Schleifen eingeteilt (Bode et al. 2003). Die MARs sind Abschnitte der DNA, die 
an ein Kerngerüst aus Proteinen -auch Matrix genannt- binden. MARs mit mehr als 1kb 
Länge flankieren Chromatindomänen. Letztere beinhalten meistens ganze Gruppen von 
Genen. Man spricht dann auch von einem Genlocus, wie er für den Histon-Genlocus oder den 
β-Globin-Genlocus beschrieben ist (Schübeler et al. 2000). Andere, das Genom in 
koregulierte Teile unterteilende Sequenzen sind Insulatoren (Barski et al. 2007). Sie sind 
dafür bekannt, die Wirkung von cis-regulatorischen Sequenzen außer Kraft setzen zu können 
(Zhao and Dean 2004). Wie die MARs können auch die Insulatoren das Chromatin in 
transkriptionsrepressives und transkriptionpermissives Chromatin unterteilen (Burgess-
Beusse et al. 2002). Es gibt verschiedene Mechanismen, die zur Änderung der 
Chromatinstruktur beitragen. Zu ihnen gehört das Chromatin-Remodeling, bei dem es zur 
Umlagerung, dem Hinzufügen oder dem Entfernen von Chromatin-assoziierten Proteinen 
kommt (Hota and Bartholomew 2011).  Zudem wurde gezeigt, dass auch eine Änderung der 
Chromatin-Struktur durch kovalente, reversible Modifikationen von Histon-Proteinen erfolgt.  
1.3.1 Histone 
Die Kernhistone H2A, H2B, H3 und H4 bilden als ein Histonoktamer, das aus jeweils zwei 
H2A-H2B und zwei H3-H4 Heterodimeren besteht, zusammen mit der DNA das so genannte 
Nukleosom (Johns 1967). Die stabile Verbindung der Histon-Proteine mit der sauren DNA 
wird durch den 25%igen Anteil an basischen Lysin- und Arginin-Resten in den Histonen 
ermöglicht. Die Kernhistone gehören zu den am meisten konservierten Proteinen in 
Eukaryoten (DeLange et al. 1969). Zur Ausbildung des 30-nm Chromatin-Filaments wird 
zusätzlich das Histon H1 verwendet, dessen Aminosäuresequenz zwischen den 
unterschiedlichen Arten stärker variiert (Eirin-Lopez et al. 2004). Zusätzlich gibt es Histon-
Varianten (z.B. H2AZ oder H3.3), die präferenziell im transkriptionspermissiven Chromatin 
vorkommen (Henikoff et al. 2004). Allen Kernhistonen ist eine globuläre Domäne von ca. 70 
Aminosäuren gemeinsam, die als „Histon-Fold“ bezeichnet wird und die an Histon-Histon- 
und Histon-DNA-Interaktionen beteiligt ist. Von der globulären Domäne erstrecken sich die 
„Histon-Fold-Extensionen“, die bei allen Kernhistonen N-terminal und mit Ausnahme von H4 
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auch C-terminal zu finden sind (Luger et al. 1997). Die flexiblen N-terminalen Enden zeigen 
einen hohen Gehalt an den basischen Aminosäureresten Arginin und Lysin, die Orte der 
meisten Histonmodifikationen sind (Margueron et al. 2005). 
1.3.2 Histonmodifikationen 
Bis heute hat man 13 verschiedenen Gruppen von Molekülen identifiziert, mit denen Histone 
kovalent modifiziert werden (Tan et al. 2011, Zhou et al. 2011). Die meisten Aminosäuren, 
deren Modifikation mit Transkriptionsaktivität in Verbindung gebracht wurde, liegen auf den 
N-terminalen Extensionen der Histone. Die am besten untersuchten Histonmodifikationen 
sind die Acetylierung und die Methylierung.  Abbildung 1.3 zeigt einen Überblick über 
Aminosäuren der menschlichen Kernhistone H4, H3, H2A und H2B, die acetyliert und/oder 
methyliert werden können. Die modifizierbaren Positionen stimmen mit denen in Pflanzen im 
Wesentlichen  überein.  Durch  die  Anzahl  der  modifizierbaren  Aminosäuren  entsteht  eine  
 
 
Abbildung 1.3: Modifikationen von Kernhistonen 
Die menschlichen Kernhistone H2A, H2B, H3 und H4 können acetyliert und/oder methyliert werden. Die 
meisten Modifikationen erfolgen liegen auf denan den N-terminalen Extensionen der Histonproteine. Die 
Position der Aminosäure in der Primärsequenz ist mit einer Ziffer gekennzeichnet. (Margueon et al. 2005) 
 
große Anzahl an Kombinationsmöglichkeiten von modifizierten Histonen, die zur 
Feinregulierung der Genaktivität genutzt werden kann. Histonmodifikationen können an der 
Transkriptionsrepression und der Transkriptionpermission beteiligt sein (Margueron et al. 
2005, Li et al. 2007, Zhou et al. 2011). Die Acetylierungen, die häufig mit Transkriptions-
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aktivierung in Verbindung gebracht wurden, sind im Histon H4 an den Lysinresten 5, 8, 12 
und 16 (H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H4K16ac), im Histon H3 dagegen an den Lysinresten 
9, 14 und 18 (H3K9ac, H3K14ac, H3K18ac) zu finden (Dion et al. 2005). Im Gegensatz zur 
Acetylierung, die meistens transkriptionspermissiv wirkt (Eberharter and Becker 2002), 
können Methylierungen auch an der Transkriptionsrepression beteiligt sein (Li et al. 2007). 
Mit aktiven Genen assoziiert findet man z.B. an den Lysinresten 4 und 36 trimethylierte H3-
Histone (H3K4me3, H3K36me3), wogegen die Methylierung von Histon H3 an den 
Lysinresten 9 und 27 ein Marker für Heterochromatin ist (Li et al. 2007, Zhou et al. 2011). 
Histonmodifikationen können die Chromatinstruktur und somit die Genexpression auf 
verschiedene Weise beeinflussen. Es gibt zwei Hypothesen, wie Histonmodifikationen zur 
Regulation der Genexpression beitragen. Die Ladungs-Hypothese besagt, dass 
Histonmodifikationen die Chromatinstruktur durch Veränderungen der Ladung von Histonen 
direkt beeinflussen, und so die Öffnung des Chromatins oder die Zugänglichkeit von 
Proteinen (z.B. Transkriptionsfaktoren) zur DNA steuern (Berger 2002). Die Histon-Code-
Hypothese dagegen besagt, dass bestimmte Histonmodifikationen als Bindestellen für 
Proteine wirken (Jenuwein and Allis 2001). Inzwischen gibt es Beispiele für beide 
Hypothesen. Diese zeigen, dass beide Ereignisse miteinander wirken. Weiterhin muss bei 
Modifikationen, die mit einer Genexpression assoziiert sind, zwischen Modifikationen auf 
Promotoren, die oftmals bei der Genregulation eine Rolle spielen, und Modifikationen im 
transkribierten Bereich, die die TE koordinieren, unterschieden werden. Die Regulation der 
Genexpression über die Chromatinstruktur und Histonmodifikationen ist jedoch nur einer von 
vielen Prozessen, die zur Genexpression beitragen. Werden die einzelnen Prozesse zudem von 
verschiedenen Signal-Transduktionskaskaden gesteuert, kommt es sehr oft vor, dass 
transkriptionsfördernde Histonmodifikationen auch an inaktiven Genen vorkommen (Danker 
et al. 2008, Guenther et al. 2007, Offermann et al. 2008). So ist z.B. für den β-Globin- 
Genlocus  beschrieben,  die  Histonacetylierung  für  die  Lockerung  der  Chromatinstruktur 
notwendig. Sie führt aber nicht direkt zur Gen-Induktion, sondern macht diese möglich 
(Schübeler et al. 2000). Als eine zusätzliche Regulationsebene der Genexpression außer den 
Transkriptionsfaktoren, können durch die Chromatinstruktur Gene als induzierbar oder nicht 
induzierbar festlegt werden. Diese zusätzliche Regulationsebene, ermöglicht eine 
differentielle Expression von Genen mit ubiquitär in allen Zellen vorhandenen 
Transkriptionsfakoren, sowie die Verwendung von gleichen Signaltransduktionswegen zur 
Induktion von verschiedenen Genen in verschiedenen Zellen oder zu verschiedenen 
Zeitpunkten.  Histonmodifikationen beeinflussen nicht nur die Induzierbarkeit von Genen, sie 
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tragen vielmehr auch zum Zellgedächtnis bei (Kouskouti and Talianidis 2005, Ringrose and 
Paro 2004). Histonmodifikationen sollten jedoch nicht als statisch angesehen werden. Für die 
Histon H4-Acetylierung in der Luzerne wird eine Halbwertszeit von 40 Minuten angegeben 
(Waterborg 2002) und für die Trimethylierung von Histon H3 am Lysinrest 4 (H3K4me3) in 
Hefe eine von 60 Minuten (Ng et al. 2003). Hinzu kommt, dass es in der Zelle nicht nur die 
Histonacetylierung oder -methylierung katalysierenden Enzyme Histonacetyltransferasen 
(HAT) und Histonmethyltransferasen (HMT) gibt, sondern zusätzlich auch 
Histondeacetylasen (HDAC) und -demethylasen (HDM) (Chen et al. 2011), welche die 
Komplexität der Chromatin-Regulation weiter erhöhen. Zur Aufrechterhaltung bestimmter 
Modifikationen entwickelten sich in der Evolution anscheinend Mechanismen, bei denen 
bestimmte Histonmodifikationen direkt oder indirekt als Bindungsstellen für Enzyme dienen, 
die ihrerseits wiederum Histonmodifikationen katalysieren (Hassan et al. 2002). Z.B. haben in 
verschiedenen Spezies viele HATs die Histonacetylierung-Bindedomäne BROMO (de la Cruz 
et al. 2005, Denis et al. 2010). Die H3K4me3, die die Affinität des Transkriptions-
initiationskomplexes an den Promotor fördert (Vermeulen et al. 2007), wird von einer HMT 
katalysiert, die ein Teil des Transkriptionselongationskomplexes ist (Ng et al. 2003). Durch 
solche positive Rückkopplungsmechanismen können bestimmte Histon-Modifikationen -trotz 
ihrer dynamischen Natur-  und der damit verbundene epigenetische Zustand aufrechterhalten 
werden. Es gibt sowohl Histonmodifikationen, die transkriptionspermissiv und auch welche 
die transkriptionsrepressiv wirken. Die Histonacetylierung wirkt meistens 
transkriptionspermissiv (Eberharter and Becker 2002). 
1.3.3 Histonacetylierung 
Wie oben bereits erwähnt wird der Histonacetylierung unter anderem eine 
transkriptionspermissive Wirkung zugeschrieben. Dies weil Euchromatin acetyliert und 
Heterochromatin deacetyliert ist (Francastel et al. 2000). Durch Acetylierung wird die 
basische Eigenschaft der Histone und die Verbindung zwischen den basischen Histonen und 
der sauren DNA geschwächt, was im Allgemeinen die Zugänglichkeit zur DNA erhöht 
(Gorisch et al. 2005, Lee et al. 1993). Des Weiteren wurden viele transkriptionsfördernde 
Proteine gefunden, die die acetylierungsbindende Domäne BROMO tragen. Dazu gehören 
z.B.  die HAT (de la Cruz et al. 2005, Denis et al. 2010), Chromatin-Remodellierungs-
Komplexe und der allgemeine Transkriptionsfaktor TFIID, der durch die Bindung an die 
TATA-Box die Bindung der RNAPII an einen Promotor vermittelt (Agalioti et al. 2002). 
Zwar korreliert in gesamtgenomischen Analysen Histonacetylierung mit Transkription (Liu et 
al. 2005, Pokholok et al. 2005), die Acetylierung bestimmter Lysinreste scheint jedoch nicht 
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mit der Transkription zu korrelieren (Kurdistani et al. 2004) und auch nicht für die 
Transkription notwendig zu sein (Dion et al. 2005). Auch wenn Histonacetylierung im 
Allgemeinen transkriptionsfördernd wirkt, so können sie eine Transkription auch stören. Z.B. 
werden Histondeacetylasen zu transkribierenden Regionen rekrutiert, um die während der 
Transkription acetylierten Histone zu deacetylieren (Joshi and Struhl 2005, Keogh et al. 
2005). Eine Hypothese für die Funktion dieser Histondeacetylasen soll das Wiederherstellen 
eines repressiven Chromatins sein, um die Polymerase davon abzuhalten, eine Transkription 
im Gen zu initiieren (Kaplan et al. 2003). Histonacetylierung kann aber auch einen negativen 
Einfluss auf die Transkription haben. Z.B. wurde in der Hefe gezeigt, dass die H4K16ac das 
Binden des Transkriptionsinitiations-Proteins Bdf1 hemmt (Kurdistani et al. 2004). Bdf1 
komplettiert in der Hefe das zu TAFII250 (TATA-Binding-Protein-assoziierter-Faktor 250) 
homologe Protein. TAFII250 koppelt in höheren Eukaryonten mit seinen BROMO-Domänen 
TFIID an Histonacetylierungen. Dem zu TAFII250 homologen Protein in Hefe fehlen die 
BROMO-Domänen. Sie werden vom Bdf1-Protein zur Verfügung gestellt. Auch wenn die 
Bindung des Bdf1 von einer H4K16ac gehemmt wird, so wurde doch gezeigt, dass die 
Acteylierung an H3K9 und H3K14 die Bindung von TFIID an den Promotor verstärkt 
(Agalioti et al. 2002, Vermeulen et al. 2007).  
1.3.4 Histon H3 Lysin 4 Methylierung 
Der Lysin 4-Rest im Histon H3 kann tri-, di- oder monomethyliert (K4me3, K4me2, K4me1) 
vorliegen (Ng et al. 2003). K4me3, K4me2 und K4me1 findet man an unterschiedlichen 
Stellen im Gen. Die K4me3 und K4me2 findet man hauptsächlich im 5’-Bereich eines Gens, 
wobei K4me3 näher zum Promotor auftritt. K4me1 dagegen findet man im 3’ Teil eines Gens 
(Li et al. 2007, Millar and Grunstein 2006, Zhang et al. 2009). Die K4me3 ist die am besten 
untersuchte Modifikation der drei K4-Methylierungen und wurde als eine mit aktiven Genen 
assoziierte Modifikation entdeckt (Santos-Rosa et al. 2002). Mittlerweile kann man der 
K4me3 viele Aufgaben zuordnen. Aus diesen kann man ableiten, dass K4me3 bei der 
Transkription eine hohe Genexpression begünstigt. Bei der Transkriptionsinitiation wird die 
RNAPII-CTD an Ser5 phosphoryliert (siehe oben). In mehreren Spezies hat man gezeigt, dass 
die für K4me3 notwendigen Methyltransferasekomplexe von Ser5P abhängig sind (Ng et al. 
2003, Ding et al. 2011). Für die Katalyse der K4me3 sind zusätzlich der sogenannte PAF1-
Komplex (Polymerase II-assoziierter Faktor 1) und eine Ubiquitinylierung des Histones H2B 
am Lysinrest 123 (H2BK123Ub) notwendig (Cao et al. 2008, Gu et al. 2009, Jiang et al. 
2011, Oh et al. 2004, Schmitz et al. 2009). Auch wenn in Arabidopsis der Lysinrest 143 des 
Histons H2B für die Transkriptionsregulation ubiquitinyliert wird, scheint dieser 
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Mechanismus zwischen den Spezies Hefe, Mensch und Arabidopsis konserviert zu sein. In 
allen drei Spezies wird die Katalyse der K4me3 durch Mutationen beeinflusst, die zum 
Verlust des PAF-Komplexes, der Ser5P der RNAPII oder der H2BK123 Ubiquitinilierung 
führen (Weake and Workman 2008, Cao et al. 2008). Der genaue Zeitpunkt der K4 Katalyse 
scheint nach der Transkriptionsinitiation zu sein. Dies lässt sich schließen, weil der PAF-
Komplex durch einen phosphorylierten DSIF rekrutiert wird, und weil man gezeigt hat, dass 
die Synthese der K4me3 vom DSIF abhängig ist (Liu et al. 2009, Qiu et al. 2006, Zhou et al. 
2009). Eine Aufgabe der K4me3 scheint zu sein, die Affinität des Präinitiationskomplexes 
(PIC) an den Promotor zu erhöhen. An menschlichen Zellkulturen konnte gezeigt werden, 
dass der generelle Transkriptionsfaktor TFIID gegenüber einem unmethyliertem Histon eine 
erhöhte Affinität für ein Histon mit einer K4me3 aufweist (Agalioti et al. 2002, Vermeulen et 
al. 2007). Die Bindung des TFIID an K4me3 wird durch das Binden der PHD Domänen 
(engl. plant homeodomain) des TFIID-Proteins TAF3 vermittelt (Vermeulen et al. 2007). 
Arabidopsis fehlt zwar das TAF3-Protein (Lawit et al. 2007). Dennoch wurde auch in 
Arabidopsis eine Korrelation zwischen K4me3 und dem Binden von TBP an den Promotor 
gezeigt (Ding et al. 2011). Auch wenn die K4me3 das Binden des PIC an den Promotor 
begünstigt, zeigen genomweite Untersuchungen an menschlichen Zellen, dass das Setzen der 
K4me3 und eine Transkriptionsinitiation nicht notwendigerweise zu einer  Erhöhung der 
Transkription führen müssen. Z.B. wurde gezeigt, dass die meisten inaktiven Gene eine 
K4me3 aber keine produktive Elongation zeigen. Dies führt zur Synthese von kurzen, 
unvollständigen Transkripten (Guenther et al. 2007). Eine von der Transkriptionsrate 
unabhängiges Erscheinen der K4me3 wurde auch am PEPC-Gen 
(PHOSPHOENOLPYRUVATCARBOXYLASE) in Mais gezeigt, wobei ein gewebsspezifisches 
Signal zwar zur K4me3 am Promotor führt, alleine jedoch nicht für die Transkription des 
Gens ausreicht (Danker et al. 2008). Außerdem wurde gezeigt, dass die K4me3 auch als 
Bindestelle für andere mit der Genexpression assoziierte Proteine dient. An K4me3 binden 
sowohl Proteine, die an der Transkriptionsinitiation,  Transkriptionselongation, an der 
mRNA-Prozessierung und an der Chromatin-Remodellierung beteiligt sind (Sims et al. 2007, 
Santos-Rosa et al. 2003). Auch wenn über die Rolle und die Regulation der K4me2 weniger 
bekannt ist, deuten die ersten Ergebnisse darauf hin, dass auch K4me2 die Genexpression 
begünstigt. Proteine von Chromatin-Remodellierungs-Komplexen zeigen nicht nur zu  
K4me3, sondern auch zu K4me2 eine Affinität (Santos-Rosa et al. 2003). Für die K4me2 
wurde gezeigt, dass sie auch als Bindestelle für eine Histondeacetylase dienen kann. Diese 
Histondeacetylase soll beim dynamischen Auf- und Aufbau der Histonacetylierung bei der 
Einleitung 
 
 18
Transkription eine Rolle spielen (Kim and Buratowski 2009). Ein weiterer K4me2-
Mechanismus, der zur Erhöhung der Transkription beiträgt, zeigt eine Studie über das WDR5-
Protein (WD40-repeat protein) in menschlichen Zellen (Wysocka et al. 2005). WDR5 ist Teil 
eines K4me3 katalysierenden Methyltransferasekomplexes und bindet präferentiell an Histone 
mit einer K4me2. Die K4me3-fördernde Wirkung der K4me2 liegt in der WDR5-
vermittelnden Kopplung des Methytransferasekomplexes an das K4 Substrat (Dou et al. 
2006). 
1.4 Problemstellung 
Das „Priming“ von Pflanzenzellen ermöglicht u.a. eine beschleunigte und stärkere Induktion 
von Abwehrgenen (Kohler et al. 2002, Beckers et al. 2009). Bei deren Induktion spielen 
sowohl Histonmodifikationen, als auch die Bindung von Transkriptionsfaktoren an 
Promotoren eine Rolle (Cheng and Gerstein 2012). Da meistens beide Prozesse für die 
Induktion von Genen notwendig sind, könnte das Stattfinden einer dieser Prozesse vor der 
eigentlichen Geninduktion eine spätere Induktion beschleunigen. In dieser Arbeit soll unter 
sucht werden, ob mit der Transkription assoziierte Histonmodifikationen und bislang noch 
unbekannte Transkriptionsfaktoren beim „Priming“ und der SAR eine Rolle spielen. Da zuvor 
gezeigt wurde (Thea Pick, Diplomarbeit RWTH-Aachen), dass der Transkriptionsfaktor 
HSFB1 für Priming und die SAR notwendig ist, wurde weiterhin versucht, die 
Wirkungsweise von HSFB1 während der SAR zu ermitteln. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
Die allgemein verwendeten Chemikalien weisen zumindest einen Reinheitsgrad p.a. auf und 
werden, wie die allgemein gebräuchlichen Verbrauchsmaterialien, von folgenden Firmen 
bezogen: AB Enzymes (Darmstadt), ABgene (Epsom, UK), Alomone Labs (Jerusalem, 
Israel), Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Amersham Biosciences (Buckinghamshire, 
GB), AppliChem (Darmstadt), Applied Biosystems (Darmstadt), BioRad Laboratories GmbH 
(München), Biomol GmbH (Hamburg), Calbiochem (Bad Soden), Carl Roth GmbH 
(Karlsruhe), Eppendorf (Hamburg), Eurogentec (Köln), Fuji (Düsseldorf), Greiner (Solingen), 
Invitek (Berlin), Invitrogen (Leck, Niederlande), Jackson ImmunoResearch (West Grove, 
USA), Kodak (Stuttgart), Kimberly-Clark (Rosewell, USA), Merck (Darmstadt), Metabion 
(Martinsried), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), MWG Biotech (München), New England 
Biolabs (Frankfurt), PeqLab (Erlangen), Pharmacia (Freiburg), Promega (Madison, USA), 
Raytest (Berlin), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Schott Glaswerke (Mainz), Serva 
(Heidelberg), Sigma (Taufkirchen), Upstate (New York, USA), VWR (Darmstadt), Whatman 
(Maidstone, England)   
2.1.1 Anzucht, Behandlung und Ernte von Pflanzen 
Vehrmehrungserde (VM) Einheitserde (Fröndenberg) 
Benzothiadiazole (BTH) Syngenta (Basel) 
benetzbares Pulver (b.P.) Syngenta (Basel) 
Pseudomonas syringae pv. maculicola Stamm ES4326 
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola  avrB 
 
KB-Medium Pepton 2 % (w/v) 
 Glycerin 1% (v/v) 
 K2HPO4-3H2O 0,19 % (w/v) 
 MgSO4-7H2O 0,15 % (w/v) 
 
2.1.2 Herstellung von cDNA  
TRIZOL Guanidiniumthiocyanat 0,8 M  
 Ammoniumthiocyanat 0,4 M  
 Natrium-Acetat (pH 5,0) 0,1 M  
 Glycerol  5% (w/v)  
 Phenollösung (H2O gesättigt) 38% (v/v)  
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1-Brom-3-chlorpropan AppliChem (Darmstadt) 
Isopropanol Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
70%-iges Ethanol Merck (Darmstadt) 
Fresco (Zentrifuge) Heraeus (Osterode) 
Spectrophotometer DU7500  Beckman (Krefeld) 
10x DNase I Puffer MBI-Fermentas (St. Leon-Rot) 
DNase I MBI-Fermentas (St. Leon-Rot) 
Random nonamer Primer Metabion (Martinsried) 
dNTP-Mix Metabion (Martinsried) 
5x M-MLV Puffer Promega (Mannheim) 
M-MLV Reverse Transkriptase Promega (Mannheim) 
I Cycler (Thermocycler) BioRad Laboratories GmbH (München) 
 
2.1.3 Chromatinimmunopräzipitation 
2.1.3.1 Isolierung von Chromatin 
Formaldehyd 37% AppliChem (Darmstadt) 
Natriumbutyrat Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Complete Protease Inhibitor Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Triton X-100 AppliChem (Darmstadt) 
Miracloth Calbiochem (Bad Soden) 
Megafuge 3.0R (Zentrifuge) Heraeus (Osterode) 
Mikro 22 (Zentrifuge) Hettich (Tuttlingen) 
Bioruptor Diagenode (Lüttich, Belgien) 
 
Puffer A Natriumbutyrat 10 mM  
 Saccharose 400 mM  
 Tris-HCl, pH 8 10 mM  
 β-Mercaptoethanol 5 mM  
 Formaldehyd 3%   
 
Puffer B Natriumbutyrat 10 mM  
 Saccharose 400 mM  
 Tris-HCl, pH 8 10 mM  
 β-Mercaptoethanol 5 mM  
 Complete  1x   
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Puffer C Natriumbutyrat 10 mM  
 Saccharose 250 mM  
 Tris-HCl, pH 8 10 mM  
 β-Mercaptoethanol 5 mM  
 MgCl2 10 mM  
 Triton X-100 1 % (w/v)  
 Complete 1x  
 
Puffer D Natriumbutyrat 10 mM  
 Saccharose 1,7 M  
 Tris-HCl, pH 8 10 mM  
 β-Mercaptoethanol 5 mM  
 MgCl2 2 mM  
 Triton X-100 0,15 % (w/v)  
 Complete 1x  
 
Puffer E Tris-HCl, pH 8 25 mM  
 EDTA-NaOH, pH 8 5 mM   
 SDS 0,5 % (w/v)  
 Complete 1x  
 
2.1.3.2 Immunopräzipitation  
Tabelle 2.1: Für die Immunopräzipitation verwendete Antikörper 
 
Name Eingesetzte Menge Herkunft 
anti-acetyl-K5-Histone-H4 
(Upstate 07-327) 
5 µl Upstate Biotechnology (New York, USA) 
anti-acetyl-K8-Histone-H4 
(Upstate 07-328) 
5 µl Upstate Biotechnology (New York, USA) 
anti-acetyl-K12-Histone-H4 
(Upstate 07-595) 
5 µl Upstate Biotechnology (New York, USA) 
anti-acetyl-K9-Histone-H3 
(Upstate 07-352) 
5 µl Upstate Biotechnology (New York, USA) 
anti-trimethyl-K4-Histone-H3 
Abcam (ab8580)               
Diagenode (pAB-003-50) 
2,5 µl 
Abcam (Cambridge, GB) 
Diagenode (Lüttich, Belgien) 
anti-dimethyl-K4-Histone-H3 
(Abcam ab7766) (Upstate 07-030) 
5 µl 
Abcam (Cambridge, GB) 
Upstate Biotechnology (New York, USA) 
anti-monomethyl-K4-Histone-H3 
(Abcam ab 8895) 
2,5 µl Abcam (Cambridge, GB) 
anti-Histone-H3 
(Abcam ab1791) 
1 µl Abcam (Cambridge, GB) 
Kontrollserum 11 µl RWTH Institut für Biologie I (Aachen) 
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Chemikalien: 
Nonidet-P40 Calbiochem (Bad Soden) 
Natriumdesoxycholat Merck (Darmstadt) 
Protein-A-Agarose Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Biofuge Fresco (Zentrifuge) Heraeus (Osterode) 
 
Puffer: 
Puffer F Tris-HCl, pH 8 50 mM  
 EDTA-NaOH, pH 8 1 mM   
 NaCl 150 mM  
 Triton X-100 0,1 %  
 
Waschpuffer „low salt“ NaCl 150 mM  
 SDS 0,1 % (w/v)  
 Triton X-100 1 % (w/v)  
 EDTA-NaOH, pH 8 2 mM  
 Tris-HCl, pH 8 20 mM   
 
 
Waschpuffer „high salt“ NaCl 500 mM  
 SDS 0,1 % (w/v)  
 Triton X-100 1 % (w/v)  
 EDTA-NaOH, pH 8 2 mM  
 Tris-HCl, pH 8 20 mM  
 
Waschpuffer Lithiumchlorid Lithiumchlorid 250 mM  
 Nonidet-P40 1 %  
 Natriumdesoxycholat 1 %  
 EDTA-NaOH, pH 8 1 mM  
 Tris-HCl, pH 8 20 mM  
 
TE-Puffer: EDTA-NaOH, pH 8 10 mM  
 Tris-HCl, pH 8 1 mM  
 
 
2.1.3.3 Aufreinigung der DNA 
Puffer G Tris-HCl, pH 6,8 62,5 mM  
 NaCl 200 mM  
 SDS 2 % (w/v)  
 DTT 10 mM  
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Mini Hybridisation Oven Biometra (Göttingen) 
MSB Spin PCRapace Kit Invitek (Berlin) 
Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
 
2.1.4 Real-Time quantitative PCR 
AbiPrism®7000 Sequence Detection System Applied Biosystems (Darmstadt) 
AbiPrism®7000 SDS Software Applied Biosystems (Darmstadt) 
AbiPrism®7300 Sequence Detection System Applied Biosystems (Darmstadt) 
AbiPrism®7300 SDS Software Applied Biosystems (Darmstadt) 
Genomische Datenbank http://www.arabidopsis.org 
 
2.1.4.1 Quantifizierung von cDNA 
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix Invitrogen (Carlsbad, USA) 
Oligonukleotid-Primer Metabion (Martinsried) 
 
 
Tabelle 2.2: Für die Quantifizierung von cDNA verwendete Oligonukleotid-Primer 
 
Genlocus Sequenz 5’-3’ 
PAL-1 
At2g37040 
AACGGAGGAGGAGTGGACG 
CTTTCATTTGCTCCGCTGC 
PAL2 
At3g53260 
GGCGGTTACTACGAAGACTTTGG 
CGACTGGTCTACGATACTCTTCGA 
4CL 
At2g14610 
CTCGGAGCTACGCAGAACAACT 
TTCTCGCTAACCCACATGTTCA 
C4H 
At2g30490 
CCACTCGATAGACCACAATGTTG 
AGGACAATGTTCTTTACATCGTCG 
WRKY29 
AT4G23550 
GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG 
GGTGCAACGACCTTAATCTTCAT 
WRKY6 
AT1G62300 
ACTTCACGGTCATTATCTCCAGC 
TGAATTTAGGTTTCCGGTGAGTC 
WRKY53 
AT4G23810 
CTCCATCGGCAAACTCTTCAC 
CCGAGCGTACAACTTATTCCG 
HSFB1 
At3g53260 
TTTCTCAAGCTTCATTCGTCAGC 
GGAAATAATCGTTTGCAAATTCCC 
PR1 
At2g14610 
TCGGAGCTACGCAGAACAACT 
TCTCGCTAACCCACATGTTCA 
PR2 
At3g57260 
TCTTGAACCCACTTGTCGGC 
GGCTCTGACATCGAGCTCATC 
PR5 
At1g75040 
TCCTTGACCGGCGAGAGTT 
AGGAACAATTGCCCTACCACC 
ACTIN2 
At3g18780 
GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG 
GGTGCAACGACCTTAATCTTCAT 
 
Material und Methoden 
 
 24
2.1.4.2 Quantifizierung der Chromatinimmunopräzipitation 
qPCR™ Core Kit for Sybr Green I Invitrogen (Carlsbad, USA) 
Oligonukleotid-Primer Metabion (Martinsried) 
 
Tabelle 2.3: Für die Quantifizierung von Immunopräzipitaten verwendete Oligonukleotid-Primer  
 
Genlocus Sequenz 5’-3’ ungefähre Mitte des 
Amplikons (bp) 
WRKY29 
AT4G23550 
AAAAGGCTTGTTCTCGTCATATGTAC 
-50 TGTTTCCTCTTTTATCTCTTTTGGTG 
WRKY6 
AT1G62300 
CGTGGACCGATTTTGTTTTTTC 
-70 CAATGACGCAGGATCTGACGTA 
WRKY53 
AT4G23810 
GGTGATAAAAATGGATGAGTGTTGG 
-50 AATTATTTATGGTTTGGTCATTTGGTC 
PAL1 
At2g37040 
GGTGGTAGTGTTTGTTGGTAGGTAAGC 
-100 CACTCACTCTCCATCTAACGGTCATC 
GCATCCAACTAATAACAGCCACG 
+500 TTCTCATCGGAGAACCAAAAACG 
TCACCGTTGGGACCAGTAGCT 
+1400 CGTGGTACAATCACCGCCTC 
CACTGCCTTAAGCTCCTCCTCG 
+2400 CGTACCCGTTGATTCAGAAGCTG 
PAL2 
At3g53260 
GAGAGTTTAATGATGACCGTTGGATG 
-30 AAACTAATTGACAAACTCTTTTTGCGA 
GCCGTTTTTGGTTCTCCGG 
+500 AGCAGTGATTGGGTTATGGAGAGC 
TCGCTTCGAATAGAACCATCGAC 
+1250 ACCGCGAAAGAAGCTTTTGAGA 
CAACTTCGTTCCAAGCTCTTCCC 
+2400 AACTGCGCCGATTCCTAACCG 
4CL 
At2g14610 
 
GGAAACAGGAGTTGTATCGGAGG 
-30 CAACACTAACATTTTCACCAACCC 
AATTCACACAACCAAAAAAACCAAC 
+60 GGCGCCATTGTAAATAGTAAATATTG 
AGCCTTGCCTAATCAACGGAC 
+300 GGTTAACGCCGAGTTTGTGAAA 
GCAAACCCTTTCTTCACTCCG 
+500 GGTTTGATTTTGTCGACGTAACG 
ATCGACTCGGTGGAGATTTCAC 
+700 GAGTCAGCATCACTCCTTTTGGTA 
GTGTGGTCTTAGAGTTGGTGCG 
+930 ACACCTCTGGATCAGCTCCAAT 
C4H 
At2g30490 
GGGAGAGAGGATTTTATAAGAGGGA 
-30 CCTCATTTCTCAAACCAACCAAAC 
CAATTACTCTCGCCGACGATTT 
+60 CCAGCAAGAGGAGGTCCATTATA 
CAATTCCGATCTTCGGAAACTG 
+240 CGAATTTCTTAGCGTAATCGACG 
GGCGAGCATTGGAGGAAGA 
+500 TGGTGAAGAAAGGAACCGTCA 
GATTTGAGAGTGAGGATGATCCTCTT 
+700 CAAAGCTCTGAGCTAATCGACTTCT 
GATTTGTCAAGATGTGAAAGATCGA 
+850 CAAAAAAATGAACTCACTTCCTCTCA 
ACTIN2 
At3g18780 
GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG 
+2700 GGTGCAACGACCTTAATCTTCAT 
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2.1.5 Transgene Expression von HSFB1 
2.1.5.1 Amplifikation des HSFB1 Gens mittels PCR 
Platinum®Taq DNA Polymerase Invitrogen (Carlsbad, USA) 
PCR-Puffer Institut für Biologie 1, RWTH-Aachen 
dNTP-Mix MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
 
Tabelle 2.4: Für die Amplifikation vom HSFB1 verwendete Primer.  
 
Name Sequenz 5’-3’ 
HSFB1-Gen fw. CACCAACAATGTAGTTCATAATACATGCATG 
HSFB1-Gen rv. GTTGCAGACTTTGCTGCTTTT 
HSFB1-CDS fw. CACCATGACGGCTGTGACGGC 
HSFB1-CDS rv. TTAGTTGCAGACTTTGCTGCTTTTC 
 
2.1.5.2 Ligation des PCR-Produktes in den pENTRTM-TOPO® Vektor 
 
pENTR™/D-TOPO® Cloning Kit Invitrogen (Carlsbad, USA) 
E. coli DH5α Institut für Biologie 1, RWTH-Aachen 
dNTP-Mix MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
 
Tabelle 2.5 :Für die Identifizierung des pENTR-HSFB1–Plasminds verwendete Primer.  
 
Name Sequenz 5’-3’ 
M13 rv. GTAAAACGACGGCCAG 
HSFB1-L3 fw. AAAAAGAGGGACCGGGATGA 
 
2.1.5.3 Rekombination des HSFB1-Gens in pEarleyGate-Vektor 
 
Gateway® LR Clonase® Enzyme mix Invitrogen (Carlsbad, USA) 
pEarley-Vektoren (Earley et al. 2006) 
E. coli DH5α Institut für Biologie 1, RWTH-Aachen 
dNTP-Mix MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
 
Tabelle 2.6: Für die Identifizierung der pEarleyGate-HSFB1–Plasminde verwendete Primer.  
 
Name Sequenz 5’-3’ 
35S fw. GGATTGATGTGACATCTCCACTGAC 
HSFB1-L1 rv. TCCTTAAATGGAAGAAACCAAACG 
HSFB1-L3 fw. AAAAAGAGGGACCGGGATGA 
cFLAG rv. GTCGTCATCGTCTTTGTAGTCCA 
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2.1.5.4 Transformation von Agrobakterien 
 
LB-Medium Pepton 1% (w/v)  
 Hefe-Extrakt 0,5 % (w/v)  
 NaCl 0,5 % (w/v)  
 
 
YEB-Medium Rinder-Fleischextrakt 0,5% (w/v)  
 Hefe-Extrakt 0,1 % (w/v)  
 Trypton 0,5 % (w/v)  
 Sucrose 0,5 % (w/v)  
 MgSO4 0,05 % (w/v)   
 
2.1.6 Agarosegelelektrophorese 
Ethidiumbromid AppliChem (Darmstadt) 
 
TAE Puffer Tris-Acetat pH 8 40 mM  
 EDTA 1 mM  
 
2.1.6.1 Auftrennung von RNA Extrakten 
Formamid 99,5% Merck (Darmstadt) 
Elektrophoreseapparatur Mechanische Werkstätte der Biologie an der 
RWTH Aachen 
Herolab E.A.S.Y 429K-System Herolab (Wiesloch) 
 
Ladepuffer Bromphenolblau Spatelspitze  
 Glycerin 50 % (v/v)  
 in TAE   
 
 
2.1.6.2 Auftrennung von DNA Fragmenten 
Elektrophoreseapparatur  Mechanische Werkstätte der Biologie an der 
RWTH Aachen 
Herolab E.A.S.Y 429K-System  Herolab (Wiesloch) 
GeneRulerTM 50bp DNA Ladder MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
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DNA-Ladepuffer Kresolrot 1 mM  
 Saccharose 60 % (w/v)  
 in TAE   
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2.2 Methoden 
2.2.1 Anzucht, Behandlung und Ernte von Pflanzen 
2.2.1.1 Pflanzenanzucht 
Für die Versuche wurden Arabidopsis thaliana (Ökotyp Columbia) Pflanzen, die im Kurztag 
(8 Stunden Licht) bei 22°C und ohne Licht bei 16°C gehalten wurden, verwendet. Zur 
Vernalisierung wurden Samen auf durchnässter VM Erde verteilt und unter einer Haube 3 
Tage bei -4°C gehalten. Ungefähr eine Woche nach der Keimung wurden die Pflanzen in 
feuchte Erde übergesetzt und 2 Tage zur Wurzelregeneration unter einer Haube gehalten. 
2.2.1.2 Behandlung mit BTH 
Die Behandlung mit BTH dient zur Induktion des „Primings“ in den Pflanzen. Zur BTH-
Behandlung wurden ca. 5 Wochen alte Pflanzen mit einer Blattspreite von ungefähr 9 mm 
verwendet. Für einen Ansatz wurden Blätter von jeweils 9 Pflanzen mit einer Suspension aus 
BTH und benetzbaren Pulver (Massenverhältnis 1:1) von beiden Seiten besprüht. Dabei 
betrug die Konzentration von BTH 100 µM. Als Kontrolle dienten 9 unbehandelte Pflanzen 
und 9 Pflanzen, die mit einer Suspension aus benetzbaren Pulver (b.P.) behandelt wurden. 
Benetzbares Pulver dient zur Benetzung des Blattes mit der Suspension und der 
Einschleusung von BTH in das Blatt. Bei der Ernte wurde von jeder Pflanze eines Ansatzes 
ein halbes Blatt zur Quantifizierung von mRNA in  ein Eppendorfgefäß geerntet und bis zur 
Untersuchung bei -80°C aufbewahrt. Die restlichen Blätter wurden für die ChIP verwendet. 
Es wurde zwei und drei Tage nach Behandlung geerntet. 
2.2.1.3 Wasserinfiltration 
Eine Wasserinfiltration verursacht wahrscheinlich in Pflanzen Verletzungen. Diese können 
zur Induktion von Stress-induzierten-Genen genutzt werden. Zur Infiltration wurde 
Leitungswasser durch Aufsetzen einer Spritze auf die Blattunterseite durch die 
Spaltöffnungen in das Blatt gedrückt. Für diesen Versuch verwendete man Pflanzen, die 
zwischen 5 und 6 Wochen alt waren. 
2.2.1.4 Bakterielle Induktion der SAR 
Die Induktion der SAR diente zur Induktion des Primings. Zur Induktion der SAR mittels 
Bakterien, wurden zuerst bei -80°C in Glycerol gelagerte Pseudomanaden auf KB-Platten 
ausgestrichen. Für den Pseudomonas syringae pv. maculicola Stamm ES4326 (Psm) wurden 
KB-Platten mit 100 µg/ml Streptomycin verwendet. Für den Pseudomonas syringae pv. 
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phaseolicola avrB Stamm (Psp avrB) wurden KB-Platten mit 50µg/ml Rifampicin und 
10µg/ml Tetracyclin verwendet. Nach 2 Tagen Wachstum bei 28°C wurde in einem 250 ml 
Erlenmeyerkolben eine 50 ml Über-Nacht-Kultur in KB-Medium angesetzt. Am nächsten Tag 
wurden die Bakterien bei 3000 x g für 8 min abzentrifugiert und durch Resuspension zweimal 
in 50 ml 10 mM MgCl2 gewaschen. Dannach wurde der Bakterientiter durch photometrische 
Messung bei 600 nm bestimmt und auf eine die gewüschte OD durch Verdünnen mit MgCl2 
eingestellt. Zur Induktion der SAR wurden drei bis vier untere Blätter einer Arabidopsis-
Pflanze zu 60% mit der Bakteriensuspension infiltiert. Drei Tage nach dieser  Infiltration 
wurde bestimmt ob die Pflanze „Priming“ und erhöhte Histon-Modifikationen zeigten. 
2.2.1.5 Bestimmung des Bakterienwachstums in Arabidopsis 
Das Bakterienwachstum in Pflanzen wurde bestimmt, um Unterschiede im Bakterien-
wachstum zwischen Wildtyp-Pflanzen und der hsfb1-Mutante festzustellen. Dazu wurden 
Psm und Psp avrB, wie unter 2.2.1.4 beschrieben, vermehrt und gewaschen. Vor dem 
Einspritzen der Bakteriensuspension in die Blätter, wurde die OD600 der Bakteriensuspension 
auf 0,0002 eingestellt. Die Bakteriensuspension wurde durch Ansetzen einer Spritze auf eine 
Blatthälfte so nah wie möglich am Blattsteil in die Blätter infiltiert. Es wurde so lange 
infiltriert bis die Bakteriensuspension die Blattspitze erreichte. Bei jedem Blatt wurden beide 
Blatthälften infiltriert. Drei Tage später wurde eine Blattscheibe von einer Blatthälfte so nah 
wie möglich an der Blattspitze ausgestanzt. Die Blattspitze wurde in ein Eppendorfgefäß mit 
fünf 3 mm grossen Glaskugeln und 250 µl 10 mM MgCl2 gegeben und auf Eis gestellt. Nach 
zerkleinern des Blattes in einer Kugelmühle, wurden von der entstandenen Suspension 
Verdünnungen in 10 mM MgCl2 hergestellt. Ein zehntel (20 µl) dieser Verdünnung wurden 
durch Runterlaufen an einer schief liegenden KB-Platte ausplattiert. Nach einer zwei Tage 
langen Inkubation der Platten bei 28° C, wurde die Anzahl der entstandenen Kolonien 
gezählt. 
2.2.2 Herstellung von cDNA 
Zur Quantifizierung von mRNA wurde RNA aus Blattmaterial isoliert und nachfolgend die 
RNA Konzentration der Extrakte mittels UV-Spektrometrie bestimmt. Danach wurde die 
gleiche Menge an RNA von jeder Probe in eine Reverse-Transkriptase-Reaktion eingesetzt 
und die daraus resultierende cDNA mittels qPCR quantifiziert. 
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2.2.2.1 Isolierung von mRNA 
Zur RNA Isolierung wurde eine Phenol-Bromchlorpropan-Extraktion verwendet. Gibt man 
Phenol zu einem Zellaufschluss hinzu, so denaturiert das Phenol die Proteine und dient 
Lipiden und den meisten Proteinen als Lösungsmittel. Nach einer Zentrifugation dieses 
Gemisches sinken Zelltrümmer auf den Boden, die Lipide sammeln sich in der unteren 
organischen Phase und die denaturierten Proteine verteilen sich auf die Interphase und die 
organische Phase. In der oberen wässrigen Phase verbleiben DNA und RNA. Verwendet man 
zur Extraktion saures Phenol, so sammelt sich die DNA nach der Zentrifugation in der 
Interphase, sodass nur die RNA in der wässrigen Phase verbleibt. Als RNA-Extraktionspuffer 
mit dem sauren Phenol wurde TRIZOL-Reagenz verwendet. Dieses enthält zusätzlich 
Guanidiniumthiocyanat und Ammoniumthiocyanat zur Inhibierung von RNasen. Dies ist 
nötig, weil das Phenol nicht in der Lage ist, RNasen vollständig zu denaturieren und zu 
inaktivieren. Nach der Inkubation des Zellaufschlusses in TRIZOL wurde Bromchlopropan  
zum TRIZOL-Zellaufschluss-Gemisch hinzubegeben. Bromchlorpropan erniedrigt den in der 
wässrigen Phase gelösten Anteil an Phenol und dient der Phasentrennung. Zusätzlich erhöht 
es die Ausbeute von RNA, weil sich RNA Moleküle mit langen adeninreichen Bereichen in 
reinem Phenol bevorzugt lösen. Die RNA wurde nach der Präzipitation mit Isopropanol, das 
der RNA ihre Hydrathülle entzieht, durch waschen in Ethanol entsalzt. Das bei –80°C 
aufbewahrte Blattmaterial wurde unter Verwendung von flüssigen Stickstoff zur Kühlung in 
einem 2ml Eppendorfgefäß gemörsert. Dann wurde eine kleine Spatelspitze in ein neues 1,5 
ml Eppendorfgefäß überführt und direkt mit einem Milliliter TRIZOL versetzt. Das TRIZOL-
Zellaufschluss-Gemisch wurde gevortext und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Danach 
wurden 100 µl Bromchlopropan hinzubegeben, exakt 10 Sekunden gevortext und zur 
Phasentrennung bei Raumtemperatur für 10 min inkubiert. Zur Verstärkung der 
Phasentrennung und zum Entfernen der Zelltrümmer wurden die Proben bei 16000 x g und 
4°C 10 min lang zentrifugiert. 200 µl der oberen wässrigen Phase wurden dann in ein 1,5 ml 
Eppendorf mit 200 µl Isopropanol überführt. Nach gründlichem Schütteln und einer 
Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur, wurde die präzipitierte RNA durch eine 10 min 
lange Zentrifugation bei 16000 x g und 4°C sowie durch das Abnehmen des 
Isopropanolgemisches abgetrennt. Danach wurde die RNA mit 800 µl 70%-igem Ethanol 
gewaschen und durch eine 5 min lange Zentrifugation bei 10000 x g und 4°C sowie durch 
Abnehmen des Ethanols abgetrennt. Das Eppendorfgefäß wurde dann mit einem Ohrstäbchen 
von Ethanol und restlichen Phenol gesäubert und die RNA nach einer Trocknungszeit von 5 
min in 30 µl RNase-freien Wasser gelöst. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -20°C. 
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2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung der RNA Extrakte 
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Messung der optischen Dichte. Nukleinsäuren 
haben ein Absorbtionsmaximum bei 260 nm, sodass die Extinktion einer solchen Strahlung 
durch eine nukleinsäurehaltige Lösung proportional zur Konzentration der Nukleinsaüre ist. 
Ein OD260 Wert von eins entspricht einer Konzentration von 40 µg/ml einzelsträngiger RNA. 
Zusätzlich wird der OD280 gemessen. Aus dem Quotienten OD260/OD280 kann auf die Reinheit 
der Probe geschlossen werden. Dieser Quotient liegt bei einzelsträngiger RNA bei etwa 2,0. 
Die aromatischen Aminosäuren Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin absorbieren aufgrund 
ihres aromatischen Ringes sehr stark bei der Wellenlänge 280 nm, sodass ein kleinerer 
OD260/OD280 Quotient als 2,0 auf Verunreinigung mit Proteinen oder mit Phenol schließen 
lässt. Die Konzentration der Nukleinsäure in µg/ml ergibt sich aus folgender Formel. 
 
                                                 cRNA = OD260 ·  V · 40 µg/ml 
 
Formel 1: Berechnung der RNA Konzentration 
cRNA = RNA-Konzentration, OD260 = optische Dichte bei einer Messung mit Licht einer Wellenlänge von 260 
nm, V = gemessene Verdünnung 
 
Zur Messung wurden Quarzküvetten verwendet, weil diese eine sehr geringe Eigenabsorption 
im verwendeten UV-Bereich haben. 
 
Zur Messung wurde ein Beckmann Spectrometer DU-7500 mit mehreren Küvetten 
verwendet. Es wurde eine 1:50 Verdünnung der jeweiligen Probe in Wasser gemessen. Die 
daraus resultierende Konzentration wurde zusätzlich mit einer Auftrennung der RNA mittels 
Agarosegelelektrophorese geprüft. 
2.2.2.3 Desoxyribonukleaseverdau 
Bei der Quantifizierung der cDNA mittels qPCR muss ausgeschlossen werden, dass 
genomische DNA als Template vorliegt. Dazu wurde vor dem Umschreiben der RNA in 
cDNA die genomische DNA durch eine Desoxyribonuklease (DNAse) verdaut. Für den 
Verdau wurde die unspezifische Endonuklease DNAse I eingesetzt. Der DNase-Verdau und 
die Reverse-Transkriptase-Reaktion wurden in einem BioRad ICycler durchgeführt. 
Der Verdau wurde mit 0,5 µg RNA in 1x DNase Puffer (MBI-Fermentas, St. Leon-Rot) und 
DEPC-Wasser durchgeführt. Dazu wurde die RNA mit 10 U DNase I, 30 min bei 37°C in 
einem 10 µl Ansatz inkubiert. Die DNAse wurde anschließend durch Inkubation des Ansatzes 
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für 15 min in 70°C inaktiviert. Der 10 µl Ansatz wurde weiterhin zur Reverse-Transkriptase-
Reaktion verwendet. 
2.2.2.4 Reverse-Transkriptase-Reaktion 
Um mRNA mittels qPCR zu quantifizieren, muss die mRNA zunächst in cDNA 
umgeschrieben werden. cDNA ist eine DNA, die enzymatisch als eine Kopie einer RNA 
synthetisiert wurde. Das Umschreiben der RNA in cDNA wird als Reverse-Transkription 
bezeichnet und wird von RNA abhängigen DNA Polymerasen (Reverse Transkriptasen, RT) 
katalysiert. RT synthetisieren DNA analog zu den DNA Polymerasen, jedoch benutzen sie 
RNA und nicht DNA als Matrize. Die aus RNA-Viren isolierte RT ermöglichen so eine in 
vitro Synthese von DNA an einer RNA Matrize. Zur Erststrang-cDNA-Synthese wurde ein 
aus neun Nukleotiden bestehender Random-Primer benutzt, der eine Lösung mit allen 
möglichen neun Nukleotid langen Primern darstellt. Der Random Primer bindet an jede 
mögliche neun Nukleotid lange Sequenz der RNA. Als RT wurde die Moloney Murine 
Leukemia Virus Reverse Transkriptase verwendet.  
 
Der 10 µl DNase Ansatz wurde mit 50 pmol Random-Primer versetzt, und zur Auflösung von 
RNA-Sekundärstrukturen sowie zur Anlagerung des Random-Primers für 5 min bei 70°C 
inkubiert und anschließend auf Eis abgekühlt. Zu den daraus resultierenden 12 µl wurde 4 µl 
M-MLV RT Puffer, 1 µl M-MLV RT, 2µl dNTP-Mix sowie 1µl Wasser dazugegeben. Die 
RT-Reaktion wurde 60 min bei 37°C in 20 µl Ansätzen durchgeführt. Anschließend wurde 
die RT bei 70°C für 10 min deaktiviert. und die cDNA bei -20°C gelagert. 
  
2.2.3 Chromatinimmunopräzipitation 
Für die Untersuchung von Histonmodifikationen in vivo wurde eine Crosslinked-
Chromatinimmunopräzipitation (x-ChIP) durchgeführt. Dabei werden zunächst die Histone 
mit der sie umgebenden DNA durch Formaldehyd kovalent quervernetzt und nach Isolation 
und Fragmentierung des Chromatins unter Verwendung eines spezifischen Antikörpers als 
Präzipitat angereichert. Der Antikörper, der gegen eine bestimmte Modifikation gerichtet ist, 
erlaubt eine Anreicherung von Histonen mit einer bestimmten Modifikation. Die 
Quantifizierung der Anreicherung erfolgte nach der Auflösung der kovalenten Verbindungen 
zwischen Histonen und DNA durch Quantifizierung der ko-präzipitierten DNA mittels qPCR. 
Da für die Immunopräzipitation durch Ultraschall zerkleinertes Chromatin verwendet wurde, 
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konnte man durch die Quantifizierung der ko-präzipitierten DNA auf Histonmodifikationen 
von Histonen, die mit der amplifizierten DNA assoziiert waren, schließen. 
2.2.3.1 Isolierung von Chromatin 
Zur Isolierung von Chromatin wurde das von S. Offermann (Institut für Biologie I, RWTH-
Aachen) abgewandelte Protokoll von Bowler (Bowler et al. 2004) verwendet. Dieses 
beinhaltet eine Vernetzung des Chromatins durch Formaldehyd mit anschließender 
Kernpräparation. Die Präparation der Kerne, die als Quelle des Chromatins dienten, erfolgte 
unter Verwendung von dem Complete Proteaseinhibitoren sowie dem 
Histondeacetylaseinhibitor Butyrat. Um eine Locusspezifität in der Detektion mittels der 
qPCR zu erhalten, wurde das Chromatin durch Ultraschall fragmentiert. 
Zum Vernetzen von Histonen und DNA mit Formaldehyd wurden 1,5 g Arabidopsis-Blätter 
in einem 50 ml Falkongefäß mit Puffer A auf 40 ml aufgefüllt und in einem Exsikkator für 10 
min mit einer Wasserstrahlpumpe vakuuminfiltriert. Zum Abstoppen der Vernetzung wurde 
2,5 ml 2M Glycin hinzubegeben und erneut 5 min vakuuminfiltriert. Die infiltrierten Blätter 
wurden anschließend zuerst mit Leitungswasser und dann mit destilliertem Wasser gründlich 
gespült. Nach Abtrocknen der Blätter mit Papiertüchern wurden die Blätter im flüssigen 
Stickstoff zu feinem Pulver gemörsert und gegebenenfalls bei -80°C gelagert. Um den Abbau 
von DNA und Histonen zu verhindern, wurden alle nachfolgenden Schritte bei 4°C oder auf 
Eis durchgeführt. Zur vollständigen Resuspension der Pellets wurden sie mit einem Pinsel 
zuerst in 50 µl des jeweiligen Puffers resuspendiert. Zusätzlich wurden die kernhaltigen 
Suspensionen unter Verwendung von abgeschnittenen 1 ml Pipettenspitzen pipettiert. Zur 
Kernpräparation wurde das gemörserte Blattmaterial zuerst durch Schwenken und dann durch 
15-minütiges Schütteln in einem Überkopfschüttler in 30 ml Puffer B resuspendiert. Die 
daraus resultierende Suspension wurde durch 4 Lagen Miracloth filtriert und das Filtrat bei 
2880 x g 20 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand verworfen und 
das Pellet in 1 ml Puffer C resuspendiert. Die daraus resultierende ungefähr 1 ml große 
Suspension wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt und 10 min bei 11180 x g 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 300 µl Puffer D resuspendiert. 
Zur Aufreinigung der Kerne wurden 1,5 ml Puffer D mit diesen 300µl überschichtet und 1 h 
bei 16000 x g zentrifugiert. Das überwiegend aus Kernen bestehende Pellet wurde dann in 
300 µl Puffer E in einem 0,7 ml Eppendorfgefäß resuspendiert und mit 10 mal 30 Sekunden 
langen Impulsen  (Intensität auf „high“, Bioruptor von Diagenode). Nach dem Scheren 
wurden ungelöste Bestandteile bei 16000 x g 5 min lang abzentrifugiert. Zur Untersuchung 
der Effizienz des Scherens und zur Qualitätsprüfung der Chromatinpräparation wurden vor 
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dem Scheren und nach dem Scheren 10 µl einer Probe für eine der DNA Aufreinigung 
folgende Agarosegelelektrophorese entnommen. Der Rest des gescherten Chromatins wurde 
der Immunopräzipitation  unterzogen. 
2.2.3.2 Immunopräzipitation 
Durch die Immunopräzipitation werden die gescherten, im Schnitt 400 bp langen 
Chromatinbruchstücke durch gegen Histone gerichtete Antikörper als Präzipitat angereichert. 
Zur Anreicherung von Histonen mit spezifischen Modifikationen wurden bei der 
Immunopräzipitation die unter 2.1.3.2 aufgelisteten Antikörper verwendet. Als Negativ-
Kontrolle wurde ein Serum aus einem Kaninchen, das mit einem Protein aus Kartoffel 
immunisiert wurde, das nicht mit Histon-Proteinen verwandt ist, verwendet. Die 
Anreicherung von Chromatinstücken wird erreicht, indem Protein-A-Agarose an die 
konstante Domäne der histonbindenden Antikörper bindet und so die Separation von den 
Chromatin-Antikörper-Protein-A-Agarose-Komplexen ermöglicht.  
Alle Schritte bei der Immunopräzipitation  wurden wie die Chromatinisolierung bei 4°C oder 
auf Eis durchgeführt. Vor der eigentlichen Immunopräzipitation wurden zur Verringerung 
unspezifischer Bindungen der Protein-A-Agarose bei der Immunopräzipitation 200 µl des 
gescherten Chromatins in 1,8 ml Puffer F gelöst und mit 40 µl Protein-A-Agarose durch eine 
Stunde langes Schütteln in einem Überkopfschüttler vorgereinigt. Die Vorreinigung dient der 
Entfernung des Chromatins, das unspezifisch an die Protein-A-Agarose bindet. Nach einem 2-
minütigen Abzentrifugieren der Protein-A-Agarose bei 440 x g diente der Überstand zur 
Immunopräzipitation. Dieser Überstand wurde gegebenenfalls in flüssigem Stickstoff 
eingefroren und bei -80°C gelagert. Zur Immunopräzipitation  wurde die vorgereinigte 
Chromatinlösung 1:2 mit Puffer F verdünnt und anschließend für die Inkubation mit 
Antikörpern bzw. Kontrollserum in 400 µl Aliquots aufgeteilt. Zusätzlich wurden 40 µl für 
die Bestimmung der eingesetzten Chromatinmenge (Input) abgenommen. Zu einem 400 µl 
Aliquot wurde 30 µl Protein-A-Agarose und entsprechende Menge Antikörper (siehe Tabelle 
2.1) bzw. 11 µl Kontrollserum zugegeben. Die Ansätze wurden mindestens 4 Stunden auf 
einem Überkopfschüttler inkubiert. Danach wurden die Chromatin-Antikörper-Protein-A-
Agarose-Komplexe durch eine 2-minütige Zentrifugation bei 440 x g sedimentiert. Eine 
nachfolgende Inkubation von 3 min auf Eis diente zur Verdichtung und Absetzung der Pellets 
auf dem Gefäßboden. Die Pellets wurden dann je einmal mit 900 µl Waschpuffer „low salt“, 
Waschpuffer „high salt“ und Waschpuffer Lithiumchlorid und zweimal mit 900 µl TE-Puffer 
gewaschen. Dabei bestand ein Waschschritt aus einer 10-minütigen Inkubation der 
Chromatin-Antikörper-Protein-A-Agarose-Komplexe in einem Waschpuffer auf dem 
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Überkopfschüttler sowie einer 2-minütigen Zentrifugation bei 440 x g mit nachfolgender 3-
minütiger Inkubation auf Eis. Beim letzten Waschschritt wurde der TE-Puffer vollständig 
entfernt, damit das TE den pH-Wert beim Lösen der Formaldehydverbindungen nicht zu sehr 
beeinflusst. Das aus Chromatin-Antikörper-Protein-A-Agarose-Komplexen bestehende Pellet 
wurde dann für die Quantifizierung der ko-präzipitierten DNA einer DNA Aufreinigung 
unterzogen. 
2.2.3.3 Aufreinigung der DNA 
Um die Bestimmung des DNA Gehalts der Inputs und der Präzipitate mittels qPCR sowie die 
Auftrennung der gescherten und ungescherten Proben mittels Agarosegelelektrophorese zu 
ermöglichen, musste die DNA von Proteinen befreit und anschließend aufgereinigt werden. 
Um die von Formaldehyd verursachte Vernetzung der DNA mit den Proteinen aufzuheben, 
wurden die Agarose-Pellets, die Inputs sowie die gescherten und ungescherten Proben mit 
100 µl Puffer G versetzt und 5 min lang gevortext. Nach kurzem Abzentrifugieren wurden die 
Proben über Nacht bei 65°C in einem Hybridisierungsofen inkubiert. Die DNA wurde mittels 
eines kommerziellen PCR-Aufreinigungskit aufgereinigt. Dazu wurden die Proben mit 500 µl 
Bindungpuffer versetzt, 5 min lang gevortext und auf die Säulen gegeben. Nach einer 
Zentrifugation von 3 min und 11180 x g wurden die Säulen mit weiteren 500 µl 
Bindungspuffer durch eine 3 min lange Zentrifugation bei 11180 x g gewaschen. Um den 
Bindingpuffer vollkommen aus der Säule zu entfernen, wurden die Säulen nach der 
Entfernung des Bindingpuffers aus dem Auffanggefäß in einer um 180° versetzten 
Orientierung in die Zentrifuge eingesetzt und wieder bei 11180 x g 3 min lang zentrifugiert. 
Die Elution der in der Säule verbliebenen DNA erfolgte durch eine 5 min lange Inkubation in 
80 µl destilliertem Wasser bzw. Elutionspuffer und einer nachfolgenden einminütigen 
Zentrifugation bei 4020 x g. Die DNA wurde, zum Größenvergleich von geschertem und 
ungeschertem Chromatin, mit 20 µl H2O eluiert. Die Proben wurden bei  -20°C gelagert. 
2.2.4 Quantitative Real-Time PCR 
Die PCR ist eine Methode, DNA zu vervielfältigen. Mit einer PCR kann man DNA deren 
flankierende Sequenz man kennt amplifizieren. Zur Amplifikation braucht man eine 
hitzestabile DNA-Polymerase, dNTPs, Mg2+ und Primer. DNA-Polymerasen benötigen Mg2+ 
als Kofaktor und synthetisieren einen DNA-Strang, indem sie ein zum Matrizenstrang 
komplementäres Nukleotidtriphosphat mit seinem α-Phosphat an die 3`-Hydroxylgruppe 
eines schon vorhandenen Nukleotids verknüpfen. Die zur Synthese nötige Energie liefert die 
Bindung zwischen dem α- und β-Phosphat des Nukleotidtriphosphates. Da DNA-
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Polymerasen nur Nukleotide an 3`-Hydroxylgruppen eines anderen Nukleotids anknüpfen 
können, werden zum Matrizenstrang komplementäre Oligonukleotide (Primer) benötigt, die 
diese 3`OH-Gruppen zu Verfügung stellen. Da die Primer spezifisch an eine Sequenz des 
Matrizenstrangs binden, wird nur das durch die beiden Primer flankierte Stück amplifiziert. 
Eine PCR besteht aus mehreren Amplifikationszyklen, die jeweils in drei Phasen unterteilt 
sind. In der ersten erhöht man die Temperatur, um den DNA-Doppelstrang zu DNA-
Einzelsträngen aufzuschmelzen (Denaturierung). In der zweiten Phase erniedrigt man die 
Temperatur, damit sich die Primer anlagern können (Anlagerung). Die dritte Phase stellt die 
Synthese des komplementären Stranges durch die DNA-Polymerase dar und läuft bei einer für 
die Polymerase optimalen Temperatur ab. Nach jedem Zyklus erhält man im Idealfall die 
doppelte Menge an DNA-Strängen. Mit einer quantitativen Real-Time-PCR (qPCR) kann 
man mittels Fluoreszenzmessung die Produktmenge während einer PCR verfolgen und so die 
in die Reaktion eingesetzten Menge an DNA bestimmen. Dazu betrachtet man den Zyklus, 
indem eine bestimmte Menge an DNA während der exponentiellen Amplifikation erreicht ist. 
Dieser Zyklus wird in dem cτ-Wert (engl. cycle threshold), also der Zyklus, bei dem ein 
vorgegebener Schwellenwert erstmalig überschritten wird, angegeben. Der cτ-Wert ist 
umgekehrt proportional zur eingesetzten DNA-Menge. Mit einem externen Standard 
bekannter Konzentration oder Menge kann eine Relation zwischen cτ-Wert und der 
eingesetzten Menge an Template aufgestellt werden und so, die eingesetzte DNA-Menge der 
gemessenen Probe bestimmt werden. Bei der Expressionsuntersuchung wird zusätzlich ein 
interner Standard verwendet. Dazu amplifiziert man cDNA eines Gens, dessen 
Expressionsrate sich nicht ändert. Normalisiert man die Menge der cDNA des zu messenden 
Gens auf die Menge der cDNA des internen Standards, kann man die Menge der cDNAs des 
zu messenden Gens zwischen den zu messenden Proben vergleichen. Als 
Fluoreszenzfarbstoff zur Messung der Produktmenge wurde SYBR®-Green verwendet. Da 
dieser sequenzunspezifisch an doppelsträngige DNA bindet, dürfen in der PCR keine 
unerwünschten Produkte oder Primerdimere amplifiziert werden. Zur Prüfung der Spezifität 
der Amplifikation wurde die Denaturierungstemperatur der PCR-Produkte bestimmt. 
Zusätzlich wird die Größe der entstandenen PCR-Produkte durch eine 
Agarosegelelektrophorese bestimmt. Die Auftrennung der PCR-Produkte über die 
Agarosegelelektrophorese wurde nur bei der PCR-Optimierung und im Falle einer 
Abweichung von der erwarteten Schmelztemperatur durchgeführt. Sowohl die 
Quantifizierung der x-ChIP wie auch der cDNA erfolgte in einem ABIPrism®7000 oder 
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ABIPrism®7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Die Auswertung der 
Daten erfolgte mit der ABIPrism®7300 SDS Software. 
2.2.4.1 Quantifizierung von cDNA 
Durch die Quantifizierung der cDNA diente zur Messung der Expressionsraten von Genen. 
Als interner Standard wurde das ACTIN-2 verwendet. Als externer Standard wurde eine 1:4 
Verdünnungsreihe einer cDNA verwendet. Die PCR wurde unter Verwendung eines SYBR®-
Green PCR Master Mixes (Invitrogen) in 8 µl Ansätzen durchgeführt. Ein Ansatz bestand aus 
4 µl des Master-Mixes, 2µl Primer in destilliertem Wasser und 2µl einer 1:10 Verdünnung der 
cDNA. Dabei wurden die unter 2.1.4.1 aufgelisteten Primer in einer Endkonzertration von 
300 nM verwendet.  
2.2.4.2 Quantifizierung der Chromatinimmunopräzipitation 
Durch die Quantifizierung der durch Antikörper ko-immunopräzipitierten DNA wurde auf die 
Modifikationen der Histone, die mit dem amplifizierten genomischen Bereich assoziiert 
waren, geschlossen. Zur Quantifizierung wurden Gen-Bereiche mit den unter 2.1.4.2 
aufgelisteten Primern amplifiziert. Als externe Standardreihe diente Input DNA. Der externe 
Standard wurde für die Standardreihe in 1:4 Schritten in 133,33 ng/µl BSA Lösung verdünnt. 
Die aufgereinigte DNA der Immunopräzipitate wurde vor der Amplifikation in einer 125 
ng/µl BSA Lösung 1:5 verdünnt. Zur Amplifikation wurden die Primer in einer 
Endkonzentration von 300 nM verwendet. Die Amplifikation wurde in einem 20 µl Ansatz 
durchgeführt, wobei 10 µl aus SYBR®-Green PCR Master Mixes (Invitrogen), 5 µl aus einem 
Primer-Wasser.Gemisch und 5 µl aus einer 1:5 Verdünnung der Probe bestand.  
Die ermittelten Werte der Präzipitate wurden auf den ermittelten Input bezogen, der einem 
Zehntel der in die Immunpräzipitation eingesetzten Chromatinmenge entspricht. Die 
Berechnung erfolgte nach folgender Formel: 
 
  IPM in % des Inputs = IPM · 100 Input · 10 
 
Formel 2: Berechnung der Prozentzahl immunpräzipierten Chromatins 
IPM = immumo-präzipitierte Menge an DNA, Input = ein Zehntel der in die Immunpräzipitation eingesetzten 
Chromatinmenge 
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2.2.5 Transgene Expression von HSFB1 
 
Der HSFB1 wurde in Arabidopsis exprimiert werden, um zu untersuchen, ob er an die 
Promotoren geprimter Gene bindet und ob eine Überexpression des HSFB1 Gens für eine 
Ausbildung einer Resistenz ausreichend ist. Um zu untersuchen ob der HSFB1 an die 
Promotoren geprimter Genen bindet, wurde das HSFB1 Gen als Fusionsprotein mit einem 
FLAG-Tag unter der Kontrolle des endogenen HSFB1-Promotors und unter der Kontrolle des 
konstitutiven CaMV35S (Cauliflower-Mosaikvirus) Promotors exprimiert werden. Zur 
Untersuchung, ob eine Überexpression des HSFB1 zur einer Resistenz führt, wurde der 
HSFB1 unter der Kontrolle des CaMV35S Promotors exprimiert. Für die Klonierung des 
Expressionsvektors wurde die Gatway®-Technonogie verwendet. Dabei wurde zunächst das 
HSFB1 Gen als ein PCR-Produkt in ein pENTRTM-TOPO® Vektor ligiert. Der pENTRTM-
TOPO® Vektor diente nachfolgend zur Rekombination des Gen in ein Expressionsvektor. Als 
Expressionsvektroren wurden pEarleyGate-Vektoren (pEG) verwendet. Der pEG202 wurde 
zur Expression des HSFB1 mit einem N-Terminalen FLAG-Tag unter der Kontrolle eines 
CaMV35S-Promotors verwendet. Der pEG302 wurde verwendet, um den HSFB1 mit einem 
C-terminalen FLAG-Tag unter der Kontrolle des endogenen Promotors zu exprimieren. Zur 
Überexpression des HSFB1 wurde der pEG100 verwendet. Mit dem Expressionsvektor 
wurden Agrobacterium tumefaciens transformiert, die schließlich zur Übertragung des Gens 
in Arabidopsis dienten. 
 
2.2.5.1 Amplifikation des HSFB1-Gens mittels PCR 
Zur Amplifikation des HSFB1 Gens wurde die PCR verwendet, wobei die zur Ligation in den 
pENTRTM-TOPO® Vektor benötigte Sequenz CACC an die 5’ Regionen angehängt wurde. 
Zur Herstellung des HSFB1 Gens mit einem FLAG-Tag, das unter der Kontrolle des 
endogenen Promotors exprimiert werden sollte, wurde der genomische Abschnitt des HSFB1 
Gens aus dem Arabidopsis Genom amplifiziert. Dazu wurde ein Abschnitt amplifiziert, der 
1651 bp vor dem Transkriptionsstart bis zum Codon vor dem STOP-Codon sich erstreckt. Die 
dabei verwendeten Primer waren HSFB1-Gen fw. und HSFB1-Gen rv.. Zur Überexpression 
des HSFB1 Gens unter der Kontrolle der CaMV35S mit und ohne FLAG, wurde die HSFB1 
CDS aus cDNA mittels PCR amplifiziert. Dieses Amplikon erstreckt sich vom Start bis zum 
STOP Codon. Zur Amplifikation der CDS wurden die Primer HSFB1-CDS fw. und HSFB1-
CDS rv. verwendet.  
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2.2.5.2 Ligation des PCR-Produktes in den pENTRTM-TOPO® Vektor 
Das Prinzip der pENTRTM-TOPO®-Klonierung basiert auf der Tatsache, dass das Enzym 
Topoisomerase I eine spezifische Sequenz einer doppelsträngigen DNA angreift und deren 
Phosphodiesterbindung spaltet. Die Phospho-Tyrosyl-Bindung zwischen der DNA und dem 
Enzym kann anschließend durch ein freies 5’-Hydroxyl-Ende aufgehoben werden, wodurch 
das Enzym wieder freigegeben wird. Um ein direktionales Klonieren möglich zu machen, 
müssen an die DNA-Sequenz, die in den Klonierungsvektor integriert werden soll, in einer 
PCR-Reaktion zusätzlich die Basen CACC angehängt werden. Der Klonierungsvektor erhält 
eine komplementäre Sequenz GTGG als Überhang. Dieser Überhang greift an das 5’-Ende 
des PCR-Produkts und bildet eine stabilisierende Verknüpfung aus (Invitrogen, 2006). 
 
Zur Ligation des PCR-Produktes wurde 4 µl des PCR-Produktes mit 1 µl Salzlösung und 1 µl 
TOPO-Vektor zusammengegeben und bei Raumtemperatur 5 Minuten inkubiert.  3 µl dieser 
Lösung wurden zu frisch aus -80°C aufgetauten E. coli DH5α hinzugegeben und auf Eis 30 
min. inkubiert. Im Anschluss wird die Probe in einem Wasserbad bei 42 °C für 90 Sekunden 
erhitzt und anschliessend für 2 min wieder auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe von 250 µl SOC-
Medium, wird der Ansatz zur Regeneration der Zellen und zur Ausbildung einer Resistenz für 
60 min bei 37 °C auf einem Schüttler inkubiert. 100 µl des Transformationsansatzes werden 
auf bereits vorgewärmten LBKan-Platten  ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert.  
 
Welche Kolonien das Insert enthalten, wurden am nächsten Tag mit Kolonie-PCR bestimmt. 
Dazu wurden mittels einer Pipettenspitze Bakterien einer einzelnen Kolonie auf eine 
Masterplatte und in 20 µl Wasser übertragen. Das Wasser-Bakterien-Gemisch wurde für 5 
min in kochendem Wasser inkubiert, und vor dem Einsatz in die PCR Reaktion 5 Minuten bei 
16000 x g abzentrifugiert. Vom abzentrifugierten Wasser-Bakterien-Gemisch wurden 5 µl in 
eine 25 µl PCR-Reaktion eingesetzt. Als Primer wurde der M13 rv. und der HSFB1-L3 fw. 
Verwendet. Von den identifizierten Kolonien wurden 2 ml LBKan-Übernachtkulturen 
angeimpft, die zur Plasmindisolation verwendet wurden. Die Aufreinigung des Plasmids 
wurde mit dem Minipräparations-Kit NucleoSpin® Plasmid von Macherey-Nagel 
durchgeführt. Nach einem erfolgreichen Testverdau, wurden die Plasmide einer DNA-
Sequenzierung unterzogen (Frauenhofer IME). Plasmide mit der richtigen DNA Sequenz 
wurden zur Rekombination des HSFB1 Gens in pEG-Vektor verwendet.   
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2.2.5.3 Rekombination des HSFB1 Gens in pEarleyGate-Vektor 
Zur Rekombination des HSFB1-Gens in einen pEarley-Vektor wurde die Gateway®-Technik 
verwendet. Die Technik macht sich das Rekombinationssystem des λ-Phagen zur Nutze. Der 
λ-Phage als ein Bakterienvirus kann in das Genom von E.coli intergrieren und auch sich aus 
dem Genom über homologe Rekombination rausschneiden. Die Rekombination eines 
pENTRTM-Vektors in den pEarley-Vektor ereignet sich analog zum Ausschneiden des Phagen 
Genoms aus E.coli. Dabei dienen die attL Sequenzen des pENTRTM-Vektors und die attR 
Sequenzen des pEarley-Vektors zur homologen Rekombination. Auf Grund der zur 
Rekombination verwendeten Sequenzen nennt man die Rekombination des Gens vom 
pENTRTM-Vektor in den pEarly-Vektor (pEG) die LR-Reaktion. Die dazu benötigten 
Proteine sind die Integrase, Exzisionase und das IHF (integration host factor). Alle drei 
Proteine sind in dem LR-Reaktionsmix enthalten.  
 
Da sowohl der verwendete pENTRTM-TOPO®-Vektor wie auch der verwendete pEarley-
Vektor das gleiche Resistenzgen tragen, musste vor der Rekombination der pENTRTM-
TOPO®-Vektor im Resistenzgen geschnitten werden. Zum Schneiden wurde das Enzym MluI 
verwendet. Nach dem Schneiden wurde der lineare Vektor mittels des MSB Spin PCRapace 
Kits (Invitek) aufgereinigt. Für die LR-Reaktion wurden 100 ng geschnittenen pENTRTM-
TOPO®-Vektor, 100 ng pEG-Vektor und 2 µl 5x LR-Reaktionpuffer zusammen gegeben und 
mit TE Puffer auf 10 µl aufgefüllt. Die Rekombination wurde ü.N. bei 16 Grad durchgeführt. 
2 µl des LR-Reaktionsgemisches wurden zur Hitzeschocktransformation von E. coli DH5α 
verwendet, die schliesslich auf LBKan-Platten  ausplattiert wurden (siehe vorherige Seite). 
Positive Kolonien wurden mit Kolonie-PCR selektiert. Zur Detektion von HSFB1 in pEG100 
und pEG202 wurden die Primer 35S fw. und HSFB1-L1 rv. verwendet. Zur Detektion von 
HSFB1 in pEG302 wurden die Primer HSFB1-L3 fw. und cFLAG rv. verwendet. Von den 
identifizierten Kolonien wurden 2 ml LBKan-Übernachtkulturen angeimpft, die zur 
Plasmindisolation verwendet wurden. Die Aufreinigung des Plasmids wurde mit dem 
Minipräparations-Kit NucleoSpin® Plasmid von Macherey-Nagel durchgeführt. Nach einem 
erfolgreichen Testverdau, wurden die Plasmide zur Transformation von Agrobakterien 
verwendet. 
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2.2.5.4 Transformation von Agrobakterien 
Zur Transformation der Agrobakterien wurde die Hitzeschockmethode verwendet. Dazu 
wurde der Agrobakterienstamm GV2260 aus einem -80° Gefrierschrank in flüssigen 
Stickstoff überführt. Nach Zugabe von 2 µl Plasmids wurde der Hitzeschock 5 Minuten bei 
37°C durchgeführt. Danach wurde 1 ml LB Medium zu den Bakterien gegeben und die 
Bakterien 2 Stunden bei 28°C inkubiert. Der Ansatz wurde dann bei 800 x g 1 min 
zentrifugiert und in 100 µl LB-Medium resuspendiert. Die Agrobakterien wurden dann auf 
YEPKan, Carb, Rif-Platten ausplattiert und 2 Tage bei 28°C kultiviert. Für HSFB1 positive 
Kolonien wurden mit Kolonie-PCR identifiziert. Zur Detektion von HSFB1 in pEG100 und 
pEG202 wurden die Primer 35S fw. und HSFB1-L1 rv. verwendet (Tabelle 2.6). Zur 
Detektion von HSFB1 in pEG302 wurden die Primer HSFB1-L3 fw. und cFLAG rv. 
verwendet (Tabelle 2.6). Von den identifizierten Kolonien wurden 2 ml YEPKan, Carb, Rif -
Übernachtkulturen angeimpft, die zur Transformation der Arabidopsis-Pflanzen verwendet 
wurden. 
2.2.5.5 Transformation von Arabidopsis 
Bei der Transformation von Arabidopsis wurde die Floral-Dip-Methode (Clough and Bent 
1998) angewandt. Dabei macht man sich die Fähigkeit des Bakteriums Agrobacterium 
tumefaciens zur Nutze, DNA in pflanzliche Zellen übertragen zu können. Transformiert 
wurden blühende Pflanzen, mit dem Ziel transgene Samen zu erhalten. Vor der 
Transformation der Pflanzen wurde eine Kolonie eines erfolgreich transformierten 
Agrobakteriums in 100 µl YEB Medium resuspendiert und diese 100 µl auf YEPKan, Carb, Rif-
Platten ausplattiert. Die Platte wurde dann 2 Tage bei 28°C inkubiert. Eine stark bewachsene 
Platte diente zur Herstellung von 300 ml Bakteriensuspension, die zur Transformation von 
Pflanzen benutzt wurde. Außer Agrobakterien beinhaltete die Bakteriensuspension 5% 
Sucrose und 0,03% Silvett-L77. Zur Transformation wurden Arabidopsis-Pflanzen benutzt, 
bei denen die primäre Blütenstände zur Induktion von sekundären Blütenständen entfernt 
wurden. Die blühende Pflanzen wurden dann mit ihren sekundären Blütenständen drei mal 2 
min lang in die Agrobakteriensuspension getaucht. Die Pflanzen wurden nach der 
Transformation zur Gewährleistung einer hohen Luftfeuchtigkeit in einer Wanne mit einem 
Deckel über Nacht bei 16°C gehalten. Nach 4 Tagen wurde die Transformation wiederholt. 
Zur Samenbildung wurden die Pflanzen im Langtag gehalten und getrocknet. 
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2.2.5.6 Selektion transgener Pflanzen 
Um transgene Pflanzen zu selektionieren, wurden Samen von transformierten Pflanzen auf 
Erde ausgesät, die zuvor mit  BASTA gegossen wurde. Pflanzen, die überlebt haben, wurden 
in einzelne Töpfe überführt und mit PCR auf das HSFB1-Transgen geprüft. Für die PCR 
wurden die gleichen Primer verwendet, wie für die Kolonie-PCR der pEG-Vektoren (Tabelle 
2.6). Identifizierte transgene Pflanzen wurden zur Blüte gebracht und ihre Nachkommen auf 
die Expression des Transgens hin untersucht. Bei Pflanzen mit einem 35S-HSFB1 oder 35S-
FLAG-HSFB1 Konstrukt wurde auf die Überexpression geprüft. Bei Pflanzen, die das 
HSFB1-FLAG Konsturkt unter der Kontrolle des endogenen HSFB1-Promotor hatten, wurde 
untersucht ob die Expression des Transgens durch BTH oder distale Bakterieninfektion 
induziert wurde. Zur Quantifizierung der cDNA wurden die Primer HSFB1-end fw. und OCS 
rv. verwendet. 
2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese 
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Agarose-
Gelelektrophorese. Sie kann zur Aufreinigung von bestimmten DNA-Fragmenten oder wie im 
diesem Fall zum Nachweis von DNA-Fragmenten bestimmter Größe dienen. Bei der 
Auftrennung wird die negativ geladene DNA durch ein elektrisches Feld in Richtung der 
Anode bewegt. Dabei stellt das Agarosegel durch seine Matrix der DNA einen Widerstand 
entgegen, der proportional mit der Größe des DNA-Fragments ansteigt. So wandern kleine 
DNA-Fragmente schneller als große. Trennt man gleichzeitig DNA-Fragmente bekannter 
Größe (Größenstandard), so kann man durch ihre Laufstrecken auf die Größe der zu 
untersuchenden Fragmente schließen. Eine optimale Auftrennung von Fragmenten bekannter 
Größe erreicht man durch Anpassung der Agarosekonzentration an die Größe des Fragments. 
Da die Laufgeschwindigkeit der Fragmente von der Agarosekonzentration abhängt, kann man 
zur Auftrennung von kleinen Fragmenten eine größere Agarosekonzentration als zur 
Auftrennung von großen Fragmenten verwenden. Die DNA-Fragmente kann man mittels 
Ethidiumbromid und UV-Licht sichtbar machen. Das Ethidiumbromid interkaliert in die DNA 
und fluoresziert bei Anregung mit UV-Licht. 
2.2.6.1 Auftrennung von RNA-Extrakten 
Die Auftrennung der RNA Extrakte erfolgte zur Kontrolle der photometrischen 
Konzentrationsmessung. Dazu wurde 1 µl eines RNA Extrakts mit 1 µl Formamid (37%) und 
0,5 µl Bromphenolblau/Glycerin-Lösung versetzt und in einem 1,2%-igem Agarosegel unter 
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Verwendung eines 1x TAE-Puffers bei 7V/cm aufgetrennt. Die Detektion der 
Fluoreszenzsignale erfolgte durch das Herolab E.A.S.Y 429K-System (Herolab, Wiesloch). 
2.2.6.2 Auftrennung von DNA-Fragmenten 
Eine Auftrennung von DNA Fragmenten erfolgte zum Vergleich vom gescherten und 
ungescherten Chromatin sowie zur Prüfung der in PCR-Reaktionen amplifizierten Produkte. 
Sowohl die 20 µl PCR Ansätze wie auch die 20 µl großen „gescherten“ und „ungescherten“ 
Eluate wurden mit 6 µl Ladepuffer versetzt und in einem 2%-igen Agarosegel unter 
Verwendung eines TAE-Puffers bei einer Feldstärke von 7V/cm aufgetrennt. Dabei wurde die 
GeneRulerTM-50bp-DNA-Ladder als DNA-Größenstandard verwendet. Die Detektion der 
Fluoreszenzsignale erfolgte durch das Herolab E.A.S.Y 429K-System (Herolab, Wiesloch). 
 
2.2.7 Statistische Methoden 
2.2.7.1 Mittelwert 
Der Mittelwert ist derjenige Wert, bei dem die Summe der negativen Abweichungen der 
einzelnen Werte vom Mittelwert gleich der Summe der positiven Abweichungen ist. Das 
arithmetische Mittel aus Rohdaten berechnet sich folgendermaßen: 
 
 
Formel 3: Berechnung des arithmetischen Mittelwerts X 
X = arithmetischer Mittelwert; x = Meßwert; n = Anzahl der Meßwerte 
 
2.2.7.2 Standardfehler 
Der Standardfehler gibt die statistische Unsicherheit der Mittelwerte wieder und eignet sich, 
um Mittelwerte miteinander zu vergleichen. Er berechnet sich wie in Formel 4 angegeben. 
 
 
 
Formel 4: Standardfehler S 
S = Standardfehler; σX = Standardabweichung; n = Anzahl der Meßwerte 
 
2.2.7.3 Standardabweichung 
Die Standardabweichung gibt die Streuung der Einzelwerte der verschiedenen Gruppen 
wieder, so dass sie sich zu deren Vergleich eignet. Die hier berechnete Standardabweichung 
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(Formel 5) gibt eine erwartungsgetreue Schätzung der Standardabweichung der 
Grundgesamtheit anhand einer Stichprobe wieder. 
 
 
Formel 5: Standardabweichung σX 
σX = Standardabweichung; x = Meßwert; n = Anzahl der Meßwerte 
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3 Ergebnisse 
3.1 Untersuchung der Expression  von „geprimten“ Genen  
 
Ziel der Arbeit war es, mit dem „Priming“ assoziierte Histon-Modifikationen zu 
identifizieren. Dazu mussten Behandlungen von Pflanzen optimiert werden, die zum 
„Priming“ der Gene führten. Der Erfolg dieser Behandlung wurde durch den Nachweis einer 
verstärkten Gen-Induktion nach einer Stressbehandlung der Pflanzen verifiziert. Zuerst 
mussten jedoch Gene identifiziert werden, deren Expression in „geprimten“ Pflanzen nach 
einer Stressbehandlung verstärkt induziert wird. PAL-Gene wurden untersucht, da bereits mit 
sog. Northern-Blots gezeigt wurde, dass das „Priming“ die Aktivierung der PAL-Gene in 
Arabidopsis erhöht (Kohler et al., 2002). Die Autoren dieser Arbeit verwendeten allerdings 
eine DNA-Sonde, die zu einem PAL-Gen aus Petersilie komplementär ist und nicht bekannt 
war, welche der vier PAL-Gene von Arabidopsis von der Sonde erkannt wurde. 4CL und C4H 
waren ebenfalls mögliche Kandidatengene fürs „Priming“, da diese im gleichen 
Stoffwechselweg wirken wie die PAL-Gene und zudem für 4CL ein SA-induziertes „Priming“ 
in Petersilie gezeigt wurde (Thulke et al. 1998). Das WRKY29-Gen wurde in Betracht 
gezogen, da es die MPK3, die beim „Priming“ für erhöhte Expression von Abwehrgenen in 
Arabidopsis notwendig ist (Beckers et al. 2009), für seine mit Flagellin aktivierte Induktion 
benötigt (Asai et al. 2002). Unter Zuhilfenahme einer Studie über die Transkription von 
WRKY-Genen (Dong et al. 2003) konnten WRKY6 und WRKY53 als weitere Gene identifiziert 
werden, die auf „Priming“ reagieren. Um später einen Eindruck über die Relevanz der Histon-
Modifikation beim „Priming“ zu bekommen, wurden des Weiteren Mutanten in die Analyse 
einbezogen. Die npr1-Mutante wurde ausgewählt, da sie weder SAR noch „Priming“ zeigt 
(Cao et al. 1994, Kohler et al. 2002). Die edr1-Mutante dagegen ist konstitutiv „geprimt“ und 
zeigt permanente Resistenz (Beckers et al. 2009, Frye and Innes 1998, Frye et al. 2001).  Um 
die Expression der Kandidatengene in An- und Abwesenheit von „Priming“ einzuschätzen 
und um zu untersuchen, ob die das „Priming“ auslösende Behandlungen zusätzlich zu den 
Histon-Modifikationen auch die Transkriptionsrate der „geprimten“ Gene verändern, wurde 
die Expression der „geprimten“ Gene während einer Lichtperiode bestimmt. Da bestimmte 
Histon-Modifikationen Halbwertszeiten von mehreren Stunden aufweisen können (Ng et al. 
2003), ist eine Expressionsuntersuchung über eine Lichtperiode hinweg notwendig, um 
auszuschließen,   dass   eine   Änderung   der   Histon-Modifikationen   nicht   mit   einer 
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Abbildung 3.1: RNA-Akkumulation von Genen im Licht bei BTH-behandelten Pflanzen 
Dargestellt ist die Transkript-Akkumulation (mRNA) des PAL1-, PAL2-, 4CL-, C4H-, WRKY29-, WRKY6- und 
WRKY53-Gens während einer um 8 Uhr einsetzenden und um 16 Uhr endenden Lichtperiode 3 Tage nach einer 
Behandlung mit benetzbaren Pulver (-BTH) oder BTH (100µM). Die Transkript-Akkumulation wurde mit 
genspezifischen Primern in einer RT-qPCR gemessen und ist als das Verhältnis der Gen-pezifischen cDNA- 
Menge zur ACTIN2-cDNA-Menge dargestellt. 
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vorangegangenen Änderung der Transkriptionsrate assoziiert ist. Für die Expressions-
untersuchung der „geprimten“ Gene während der 8 Stunden langen Lichtperiode wurde die 
Genexpression von mit BTH behandelten Pflanzen mit Leerformulierung behandelten 
Pflanzen verglichen. 3 Tage nach der BTH-Behandlung mit dem Einsetzten der Lichtperiode 
um 8 Uhr wurde stündlich bis 16 Uhr Blattmaterial geerntet. Dieses diente zur Extraktion der 
RNA, die anschließend in cDNA umgeschrieben und mit einer qPCR quantifiziert wurde. Aus 
der Menge der erhaltenen cDNA wurde auf die Menge der Transkripte geschlossen. Alle 
Werte wurden auf das konstitutiv exprimierte Gen ACTIN2 standardisiert, weil dessen 
Expression weder von einer BTH-Behandlung noch von der zum Stressen der Pflanzen 
benutzten Wasserinfiltaration beeinflusst wird. Abbildung 3.1 zeigt die Mittelwerte der 
Ergebnisse aus zwei biologischen Replikaten von Pflanzen, die mit BTH (+BTH) und  mit 
Leerformulierung (-BTH) behandelt wurden. Betrachtet man das Expressionsniveau der 
einzelnen Gene in mit Leerformulierung behandelten Pflanzen, erkennt man, dass das 
Expressionsniveau der Phenylpropan-Gene PAL1, PAL2, 4CL und C4H in diesen Pflanzen 
höher ist als das von WRKY29, WRKY6 und WRKY53. Zusätzlich erkennt man, dass die 
Expression der Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels in unbehandelten Pflanzen während der 
Lichtperiode induziert wird, wogegen die Expression der WRKY-Gene über den Tag nur leicht 
ansteigt. Da die Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels eine diurale Transkriptakkumulation 
auf hohem Niveau haben, scheint es sich um konstitutiv exprimierte Gene zu handeln. Die 
WRKY-Gene dagegen zeigen ein niedriges Expressionsniveau, das während der Lichtperiode 
fast unverändert bleibt. Eine BTH-Behandlung führt zur Änderung der 
Transkriptakkumulation sowohl bei einigen Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels, als auch 
bei den WRKY-Genen. Z.B. bewirkt eine BTH-Behandlung das Ausbleiben der diurnalen 
Induktion von PAL1 und PAL2, sowie eine starke Induktion von WRKY6 und WRKY53, wobei 
WRKY53 mit einer stärkeren Induktion sensibler reagiert. Insgesamt kann man feststellen, 
dass Gene, deren Expression „geprimt“ werden kann, sowohl auf hohem Niveau konstitutiv 
exprimierte Gene mit einer diurnalen Regulation, als auch niedrig exprimierte Gene sein 
können. Zusätzlich kann eine BTH-Behandlung, die manche Gene für verbesserte 
Aktivierung „primt“, die Genexpression basal exprimierter Gene induzieren und die 
Expression von hoch exprimierten diurnal regulierten Genen unterdrücken. Wie oben bereits 
erwähnt, konnte man in dieser Arbeit die Gene PAL1, PAL2, 4CL, C4H des Phenylpropan-
Stoffwechsels, als auch WRKY29, WRKY6, und WRKY53 als Gene identifizieren, die durch 
„Priming“ eine verstärkte Aktivierung nach einer Stressbehandlung zeigen. Da Promotoren 
von Genen, die „geprimt“ werden können auf „Priming“ assoziierte Histon-Modifikationen 
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hin in verschiedenen Genotypen untersucht werden sollten, musste zunächst die 
Genexpression nach Stressinduktion der erwähnten Gene während des „Primings“ in Wildtyp-
Pflanzen sowie in der „Priming“-defizienten Mutante npr1, sowie in der konstitutiv 
„geprimten“ Mutante edr1 untersucht werden. Dazu wurden Pflanzen mit 100µM BTH 
behandelt und drei Tage später zur Induktion der Gene mittels Aufsetzen einer Spritze mit 
Leitungswasser infiltriert. Damit sich das Stresssignal der Infiltration nicht mit der diurnalen 
Induktion der Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels überlagert, erfolgte die Infiltration von 
Wasser in die Blätter 4 Stunden nach Einsetzten der Lichtperiode.  Zur Expressions-
bestimmung der einzelnen Gene wurden RNA aus Pflanzenproben extrahiert, die 3 Stunden 
nach der Induktion geerntet wurden. Die RNA-Extrakte wurden dann einer RT-qPCR 
unterzogen. Wie in Abbildung 3.2 zu sehen ist, führt eine BTH-Behandlung von Wildtyp-
Pflanzen zur einer durch Infiltration der Blätter mit Wasser induzierten, verstärkten 
Aktivierung von PAL1, PAL2, 4CL, C4H, WRKY29, WRKY6, und WRKY53. Dabei zeigen 
gestresste Pflanzen nach einer BTH-Behandlung eine 2,5- bis 10-fach erhöhte RNA-
Anreicherung der einzelnen Gene im Vergleich zu gestressten Pflanzen, die nicht zuvor mit 
BTH behandelt waren. Bei der npr1-Mutante bewirkt BTH dies nicht, so dass bei allen Genen 
eine verstärkte Induktion ausbleibt.  Die edr1-Mutante dagegen, zeigt bereits ohne eine BTH-
Behandlung eine verstärkte stressaktivierte Geninduktion im Vergleich zu einer 
Wildtyppflanze. Insgesamt lässt sich festhalten, dass das durch BTH ausgelöste „Priming“ 
eine verstärkte stressinduzierte Aktivierung dieser Gene zur Folge hat und dass, die npr1-
Mutante kein „Priming“ und die edr1-Mutante dagegen konstitutives „Priming“ zeigt. 
Auffällig bei der edr1-Mutante ist, dass die BTH Behandlung ausreicht, um die Expression 
von PAL1, PAL2, 4CL, C4H und WRKY29 zu induzieren. Demzufolge zeigen PAL1 und 
PAL2, die von BTH bewirkte Repression im Wildtyp in der edr1-Mutante nicht. WRKY6 und 
WRKY53, dessen Expression schon im Wildtyp nach einer BTH Behandlung erhöht ist, zeigen 
nach BTH-Behandlung in der edr1-Mutante eine weiter erhöhte Transkript-Akkumulation. 
Somit scheint in der edr1 Mutante ein positiver Einfluss auf die Transkriptionsrate aller 
untersuchten Gene vorhanden zu sein, der jedoch nur bei WRKY6 und WRKY53 ausreicht, um 
die Gene ohne einen zusätzlichen Reiz zu induzieren.  Erstaunlicherweise erhöht BTH die 
Transkriptakkumulation von WRKY6 und WRKY53 in der npr1-Mutante im gleichen Maße 
wie in Wildtyppflanzen. Da trotz einer BTH Behandlung eine verstärkte stressaktivierte 
Induktion von WRKY6 und WRKY53 in der npr1-Mutante ausbleibt, ist die BTH bedingte 
Aktivierung dieser Gene in der npr1-Mutante nicht ausreichend um nachfolgend eine 
verstärkte  stressaktivierte  Induktion  zu  begünstigen.  Insgesamt  konnte  gezeigt  werden, 
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Abbildung 3.2: Verstärkte Genaktivierung in 
Wildtyp-Pflanzen und in der npr1- bzw. edr1-
Mutante 
Dargestellt ist die Transkript-Akkumulation 
(mRNA) des PAL1-, PAL2-, 4CL-, C4H-, 
WRKY29-, WRKY6- und WRKY53-Gens drei 
Stunden nach einer Wasserinfiltration von Blättern 
zum Zeitpunkt, die 3 Tage nach einer Behandlung 
mit benetzbaren Pulver (-BTH) oder BTH 
durchgeführt wurde. Die Transkript-Akkumulation 
wurde mit Gen-spezifischen Primern in einer RT-
qPCR gemessen und ist als Verhältnis der 
genspezifischen cDNA Menge zur ACTIN2 cDNA 
Menge dargestellt. Jeder Datenpunkt basiert auf 
drei unabhängigen Experimenten. Die vertikalen 
Linien zeigen den Standardfehler an.  
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dass PAL1, PAL2, 4CL, C4H, WRKY29, WRKY6, und WRKY53  während  des  „Primings“  in  
Wildtyppflanzen  nach  einer  BTH-Behandlung  und konstitutiv in der edr1-Mutante 
verstärkte stressaktivierte Induktion erfahren. Im Gegensatz dazu kann eine BTH Behandlung 
in der npr1-Mutante keine verstärkte Aktivierung verursachen; dies ist auch bei WRKY6 und 
WRKY53 nicht der Fall, die in der npr1-Mutante von BTH direkt induziert werden. Da BTH 
ein synthetischer Resistenz-Induktor ist, stellt sich die Frage, ob biologische Behandlungen, 
die SAR induzieren, auch zur verstärkten stressaktivierten Induktion der WRKY- und 
Phenylpropan-Stoffwechsel-Gene führen.  
Um dieses zu untersuchen, wurden 3 untere Blätter von Arabidopsis-Pflanzen mit dem 
Bakterienstamm Psm ES4326 infiltriert. Drei Tage später wurden zur Induktion der Gene 
mittels Aufsetzen einer Spritze mit Leitungswasser obere Blätter mit Leitungswasser 
infiltriert. Zur Expressionsbestimmung der einzelnen Gene wurden RNA-Extrakte aus 2 
Stunden nach der Induktion geernteten Pflanzenproben einer RT-qPCR unterzogen. Es wurde 
2 Stunden nach der Infiltration geerntet, weil durch Psm ausgelöstes „Priming“ sich 2 Stunden 
nach der Wasserinfiltration am besten messen lässt. Wie aus Abbildung 3.3 hervorgeht, 
akkumuliert die RNA von PAL1, PAL2, 4CL, C4H, WRKY29, WRKY6 und WRKY53 nach 
einer Waserinfiltration in Pflanzen, die vorher mit Psm behandelt wurden, stärker als in 
Pflanzen, die nicht mit Psm behandelt wurden. Somit führt eine Infektion mit Bakterien in 
systemischen Blättern zur nachfolgend verstärkten stressaktivierten Induktion von PAL1, 
PAL2, 4CL, C4H, WRKY29, WRKY6, und WRKY53, sodass auch biologisch induziertes 
„Priming“ zur einer verstärkten Geninduktion führt. 
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass konstitutives „Priming“ in der edr1-Mutante 
sowie durch BTH oder ein durch bakterielle Infektion an systemischen Blättern induziertes 
„Priming“ zu einer verstärkten stressaktivierten Induktion der PAL1, PAL2, 4CL, C4H, 
WRKY29, WRKY6, und WRKY53 Gene führt. Zu den Genen, die durch „Priming“ eine 
verstärkte stressaktivierte Induktion zeigen, gehören sowohl auf hohem Niveau konstitutiv 
exprimierte Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels mit einer diurnalen Regulation, als auch 
die basal exprimierte WRKY-Gene. Auch wenn sich eine verstärkte stressaktivierte Induktion 
unter diesen Bedingungen als Gemeinsamkeit zeigt, sind dennoch Unterschiede bei der 
Expression einiger Gene zwischen „geprimten“ und „ungeprimten“ Pflanzen zu erkennen. So 
führt eine BTH Behandlung zur Hemmung der PAL1 und PAL2 und zur einer erhöhten 
WRKY6 und WRKY53 Expression. Die Hemmung von PAL1 und PAL2 ist ein BTH 
spezifisches Phänomen, da sie weder in der edr1-Mutante noch in systemischen Blättern nach 
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einer bakteriellen Infektion auftritt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine 
Behandlung der npr1-Mutante mit BTH nicht zu einer verstärkten stressaktivierten Induktion  
 
Abbildung 3.3: Verstärkte Genaktivierung nach einer Infektion mit Bakterien 
Dargestellt ist die Transkriptakkumulation (mRNA) der PAL1-, PAL2-, 4CL-, C4H-, WRKY29-, WRKY6- und 
WRKY53-Gene zwei Stunden nach einer Infiltration von Wasser in Blätter von Arabidopsis-Pflanzen, die 3 Tage 
nach einer Infiltration distaler Blätter mit dem Bakterienstamm Psm ES4326 (+Psm) bzw. mit MgCl2 (-Psm), 
durchgeführt wurde. Die Transkript-Akkumulation wurde mit genspezifischen Primern in einer RT-qPCR 
gemessen und ist als Verhältnis der genspezifischen cDNA Menge zu ACTIN2 cDNA Menge angegeben. Jeder 
Datenpunkt basiert auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Die vertikalen Linien zeigen den 
Standardfehler an.  
 
der Gene führt. Da erfolgreich gezeigt werden konnte, dass durch BTH oder Bakterien 
ausgelöstes „Priming“ sowie konstitutives „Priming“ der edr1-Mutante zur einer verstärkten 
stressaktivierten Induktion der Gene führt und „Priming“ in der npr1-Mutante fehlt, wurde 
untersucht, ob die verschiedenen Aktivitätszustände der Gene mit einer Änderung bei den 
Histon-Modifikationen einhergeht. 
 
3.2 „Priming“-assoziierte Histon-Modifikationen 
 
Für bestimmte Histon-Modifikationen wurde gezeigt, dass sie mit bestimmten 
Genaktivitätszuständen korrelieren (Li et al. 2007). Deswegen wurde untersucht, ob 
„Priming“ mit einer Änderung bei Modifikationen an den Histonen der betroffenen Gene 
einhergeht. Die Änderung der Histon-Modifikationen wurde mit Chromatin-
immunopräzipitation und anschließender qPCR gemessen. Untersucht wurden BTH-
behandelte Wildtyp-Pflanzen, npr1- und edr1-Mutante, sowie systemische Blätter von 
Wildtyp-Pflanzen nach einer bakteriellen Infektion an distalen Blättern. Um die Änderungen 
von Histon-Modifikationen während der Induktion zu bestimmen, wurden die Blätter mit 
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Leitungswasser infiltriert. Zur Präzipitation der modifizierten Histone wurden Antikörper 
verwendet, die spezifisch Modifikationen an Histonen erkennen. Aufgrund der großen Anzahl 
der möglichen Modifikationen beschränkte man sich bei den Untersuchungen auf 
Modifikationen, deren Rolle bei Genaktivitätszuständen gut verstanden ist. Zu diesen 
Modifikationen zählen die Acetylierung der N-terminalen Lysinreste 9, 14 (H3K9ac, 
H3K14ac) im Histon H3, die Tri-, Di- und Monomethylierungen am N-terminalen Lysinrest 4 
von H3 (H3K4me3, H3K4me2,- H3K4me1), sowie H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H4K16ac 
am Histon H4. Auf Grund von Ähnlichkeiten bei den Änderungen der Histon-Modifikationen 
bei den verschiedenen WRKY-Genen und den Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels, 
werden die Ergebnisse zu diesen beiden Gruppen von Genen im Folgenden getrennt erläutert. 
Da sich die Acetylierung an den Lysinresten 14 und Lysin 16 des Histons H4 bei keiner der 
untersuchten Behandlungen änderte, werden die Werte für diese Acetylierungen im 
Folgenden nicht gezeigt. 
 
3.2.1 Histon-Modifikationen an den WRKY-Genen 
 
Wie oben erwähnt, gehören die Gene WRKY29, WRKY6 und WRKY53 zu den niedrig 
exprimierenden Genen (Abb. 3.1). Im Gegensatz zu WRKY29 wurden WRKY6 und WRKY53 
von BTH direkt induziert. Dies lässt darauf schließen, dass WRKY6 und WRKY53 im 
Vergleich zu WRKY29 sensibler auf den BTH-Reiz reagieren. Untersucht man die 
Änderungen bei den ausgewählten Histon-Modifikationen an den Promotoren dieser Gene, so 
findet man ebenfalls einen Unterschied zwischen WRKY29 auf der einen und WRKY6 und 
WRKY53 auf der anderen Seite. Abbildung 3.4 zeigt die untersuchte Änderung bei den 
Histon-Modifikationen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in BTH-behandelten und in 
durch Wasserinfiltration gestressten Pflanzen. Wie zu sehen ist (Abb. 3.4), führt eine BTH-
Behandlung der Pflanzen zu einer Erhöhung der H3K4me3, H3K4me2, H3K9ac, H4K5ac, 
H4K8ac, H4K12ac und zur einer Abnahme von H3K4me1 am WRKY29-Promotor. Mit 
Ausnahme der H3K4me2 werden die genannten Modifikationen in fast gleicher Weise auch 
bei der durch die Wasserinfiltration bewirkten Induktion von  WRKY29 verändert. Z.B. 
steigen die H3K4me3, H3K9ac, H4K5ac, H4K8ac und H4K12ac auch nach der 
Wasserinfiltration an (Abb. 3.4). Da die meisten Modifikationen, die von der 
Wasserinfiltration induziert werden, auch von BTH induziert werden, scheint die BTH-
Behandlung den WRKY29-Promotor auf eine Induktion vorzubereiten. An den WRKY6- und 
WRKY53-Promotoren konnte nach der BTH-Behandlung nur eine deutliche Änderung bei 
H3K4me3,  H3K4me2  und  H3K4me1  festgestellt  werden, wobei H3K4me3 und H3K4me2  
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Abbildung 3.4: Mit dem „Priming“ assoziierte Histon-Modifikationen an WRKY-Genen nach BTH-
Behandlung 
Gezeigt ist die Veränderung bei der Histon-Methylierung und -Acetylierung an den WRKY29-, WRKY6- und 
WRKY53-Promotoren in BTH-behandelten und durch Wasserinfiltration gestressten Pflanzen im Vergleich mit 
der unbehandelten Kontrolle. Das Blattmaterial wurde 2 Stunden nach der Wasserinfiltration, die 3 Tage nach 
der BTH-Behandlung der Pflanzen durchgeführt wurde, geerntet und das Chromatin mit Formaldehyd vernetzt. 
Das Chromatin wurde isoliert und mit den Antikörpern gegen spezifische Histon-Modifikationen zur 
Bestimmung des Methylierungs- und Acetylierungszustands immunopräzipitiert. Nach dem Lösen der 
Formaldehydbrücken wurde die immunpräzipitierte DNA aufgereinigt und die Anreicherung der 
koimmunopräzipitierten DNA mit einer qPCR-Reaktion quantifiziert. Jeder Datenpunkt basiert auf mindestens 
drei unabhängigen Experimenten. Datenpunkte geben den Mittelwert und die vertikalen Linien den 
Standardfehler an.  
 
zunahmen, H3K4me1 dagegen abnahm. Wie bei WRKY29 werden an WRKY6 und an 
WRKY53 die genannten Modifikationen -mit Ausnahme der H3K4me2- in gleicher Weise 
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auch nach der Wasserinfiltration induziert (Abb. 3.4). Die BTH-induzierte Zunahme bei der 
Acetylierung der Histone scheint demnach für WRKY29 spezifisch zu sein, wogegen die 
gemessenen Veränderungen der K4-Methylierung bei allen drei WRKY-Genen zu beobachten 
ist. Auch wenn bei allen drei WRKY-Genen eine Zunahme von H3K4me3 und H3K4me2 und 
eine gleichzeitige Abnahme von H3K4me1 zu sehen ist, so gibt es einen deutlichen 
Unterschied bei der Stärke der Zunahme von H3K4me3 nach der BTH-Behandlung. Am 
WRKY29-Promotor ist nach der BTH-Behandlung eine leichte Zunahme von H3K4me3 
festzustellen, die nach der Wasserinfiltration deutlich weiter ansteigt (Abb. 3.4). Im 
Gegensatz dazu ist an den WRKY6- und WRKY53-Promotoren bereits nach der BTH-
Behandlung eine deutliche Zunahme der H3K4me3 festzustellen, die nach einer zusätzlichen 
Wasserinfiltration kaum weiter erhöht wird. Da die BTH-induzierte H3K4me3 an den 
WRKY6- und WRKY53-Promotoren höher ist als die nur durch eine Wasserinfiltration-
ausgelöste  H3K4me3 -obwohl beide Gene in den beiden Zuständen gleich stark transkribiert 
werden- kann man daraus schließen, dass eine BTH-Behandlung zu einer Verstärkung von 
H3K4me3 während der Transkription führt. Wie bereits erwähnt ist allen drei untersuchten 
WRKY-Genen auch eine BTH induzierte Zunahme der H3K4me2 an ihren Promotoren 
gemeinsam. Eine Erhöhung der H3K4me2 ist jedoch nur in den mit BTH behandelten 
Pflanzen und nicht in den entsprechenden Kontrollen festzustellen, und fällt in Pflanzen nach 
zusätzlicher Stressinduktion schwächer aus. Da die Wasserinfiltration alleine die H3K4me2 
nicht erhöht und eine Erhöhung nur in BTH-behandelten Pflanzen auftritt, scheint H3K4me2 
spezifisch für BTH-behandelte Pflanzen zu sein. Zusammenfassend kann man feststellen, dass 
eine BTH induzierte Erhöhung bei der Acetylierung von den untersuchten Genen nur im 
Promotor von WRKY29 auftritt und die Änderung der H3K4-Methylierung ein allgemeines 
Merkmal der hier untersuchten WRKY-Gene darstellt. Da die meisten von BTH-induzierten 
Histon-Modifikationen sich auch nach der stressaktivierten Induktion der WRKY-Gene 
erhöhen, scheint das „Priming“ die Promotoren der identifizierten WRKY-Gene vorzubereiten. 
Des Weiteren sollte die „Priming“ defiziente Mutante npr1 sowie die „Priming“ konstitutiv 
zeigende Mutante edr1 auf „Priming“-assoziierte Histon-Modifikationen hin untersucht 
werden. Wenn die Histon-Modifikationen eine Rolle beim „Priming“ spielen, dann sollten sie 
in den npr1-Mutante ohne „Priming“ nicht festzustellen sein und in der konstitutiv 
„geprimten“ edr1-Mutante konstitutiv vorzufinden sein. In Abbildung 3.5 wird die Änderung 
der H3K9, H3K5 und H3K12-Acetylierung am WRKY29-Promotor und die Änderung von 
H3K4me3 und H3K4me2 an den WRKY29-, WRKY6- und WRKY53-Promotoren in Wildtyp-
Pflanzen und in der npr1-Mutante nach einer BTH-Behandlung gezeigt. Man erkennt, dass 
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der im Wildtyp nach einer BTH-Behandlung auftretende Anstieg der Modifikationen 
H3K4me3, H3K4me2, H3K9ac, H4K5ac und H4K12ac am WRKY29-Promotor  in  der npr1- 
 
Abbildung 3.5: „Priming“-assoziierte Histon-Modifikationen an WRKY-Genen in der npr1-Mutante 
Gezeigt ist die Veränderung der Histon-Methylierung und Histon-Acetylierung am WRKY29-, WRKY6- und 
WRKY53-Promotor in BTH behandelten Wildtyp- (wt) und npr1-Pflanzen im Vergleich zur mit 
Leerformulierung-behandelten Kontrolle. 3 Tage nach der BTH-Behandlung der Pflanzen wurden Pflanzen 
geerntet und das Chromatin mit Formaldehyd vernetzt. Das Chromatin wurde isoliert und mit den Antikörpern 
gegen spezifische Histon-Modifikationen zur Bestimmung des Methylierungs- und Acetylierungszustands 
immunopräzipitiert. Nach dem Lösen der Formaldehydbrücken wurde die immunpräzipitierte DNA aufgereinigt 
und die Anreicherung der koimmunopräzipitierten DNA mit einer qPCR-Reaktion quantifiziert. Jeder 
Datenpunkt basiert auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Datenpunkte geben den Mittelwert und die 
vertikalen Linien den Standardfehler an. 
 
Mutante nicht stattfindet (Abb. 3.5). Auch der im Wildtyp beobachtete Anstieg von 
H3K4me3 und H3K4me2 an den WRKY6- und WRKY53-Promotoren in BTH-behandelten 
Pflanzen ist in npr1-Mutanten nicht vorhanden. Somit kann man sagen, dass sich in der 
„Priming“ defizienten Mutante npr1 die genannten Histon-Modifikationen durch BTH nicht 
induzieren lassen. Diese Beobachtung unterstützt die These, dass der mit „Priming“ 
assoziierte Anstieg der Histon-Modifikationen für das „Priming“ notwendig ist. Um diese 
These weiter zu überprüfen, wurde die konstitutiv „geprimte“ Mutante edr1 (Beckers et al., 
2009) auf mit dem „Priming“ assoziierte Histon-Modifikationen hin untersucht.  In Abbildung 
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3.6  ist die Änderung der H3K9-, H4K5-Acetylierung am WRKY29 Promotor und die 
Änderung von H3K4me3 und H3K4me2 an den WRKY29-, WRKY6- und WRKY53-
Promotoren in Wildtyp-Pflanzen und in der edr1-Mutante nach einer BTH Behandlung  
gezeigt. Man erkennt, dass die H3K9- und H4K5-Acetylierung am WRKY29-Promotor, sowie 
 
Abbildung 3.6: „Priming“-assoziierte Histon-Modifikationen an WRKY-Genen in der edr1-Mutante 
Gezeigt ist die Veränderung der Histon-Methylierung und Histon-Acetylierung am WRKY29-, WRKY6- und 
WRKY53-Promotor in BTH behandelten Wildtyp- (wt) und edr1-Pflanzen im Vergleich zur mit 
Leerformulierung-behandelten Kontrolle. 3 Tage nach der BTH-Behandlung der Pflanzen wurden Pflanzen 
geerntet und das Chromatin mit Formaldehyd vernetzt. Das Chromatin wurde isoliert und mit den Antikörpern 
gegen spezifische Histon-Modifikationen zur Bestimmung des Methylierungs- und Acetylierungszustands 
immunopräzipitiert. Nach dem Lösen der Formaldehydbrücken wurde die immunpräzipitierte DNA aufgereinigt 
und die Anreicherung der koimmunopräzipitierten DNA mit einer qPCR-Reaktion quantifiziert. Jeder 
Datenpunkt basiert auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Datenpunkte geben den Mittelwert und die 
vertikalen Linien den Standardfehler an. 
 
die H3K4me3 und die H3K4me2 an den WRKY29-, WRKY6- und WRKY53- Promotoren 
sowohl im Wildtyp, als auch in der edr1-Mutante nach einer BTH-Behandlung ansteigt. Es ist 
jedoch beim Vergleich mit dem unbehandelten Wildtyp kein Anstieg dieser Modifikationen in 
der unbehandelten edr1-Mutante zu messen, was im Widerspruch zu den Beobachtungen in 
der npr1-Mutante steht und gegen die Notwendigkeit des Anstiegs dieser Histon-
Modifikationen für „Priming“ spricht. Da sowohl die edr1-Mutante, als auch die BTH-
Behandlung künstlich hervorgerufene Zustände darstellen, stellt sich die Frage, ob biologisch 
induziertes „Priming“ einen Anstieg von Histon-Modifikationen an den WRKY-Promotoren 
induziert. Um dies zu untersuchen wurden untere Blätter von Arabidopsis-Pflanzen mit dem 
Pseudomonas syringae-Stamm Psm ES4326 infiziert und obere systemische Blätter auf einen 
Anstieg der Histon-Modifikationen untersucht. Abbildung 3.7 zeigt, dass die Änderung der 
H4K5, H4K8 und H4K12 Acetylierung am WRKY29-Promotor sowie H3K4me3 und 
H3K4me2 am WRKY29-, WRKY6- und WRKY53-Promotor in systemischen Blättern nach 
einer Psm-Infektion distaler Blätter. Man erkennt, dass die H4K5-, H4K8- und H4K12- 
Acetylierung am WRKY29-Promotor sowie H3K4me3 und H3K4me2 am WRKY29-, WRKY6- 
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und WRKY53-Promotor nach einer Psm-Infektion in systemischen Blättern ansteigen. 
Folglich führt das durch die Bakterien ausgelöste systemische Signal –vermutlich ebenso wie 
eine BTH-Behandlung der Pflanzen- zur einer Erhöhung von Histon-Modifikationen an den 
Promotoren der WRKY-Gene im systemischen Gewebe. 
 
 
Abbildung 3.7: Priming assoziierten Histonmodifikationen an WRKY-Genen in systemischen Blättern 
nach einer Psm Infektion 
Die Abbildung zeigt die Veränderung der Histonmethylierung und Histonacetylierung am WRKY29-, WRKY6- 
und WRKY53-Promotor in mit Psm ES4326 (OD 0,002) behandelten Wildtyppflanzen als Relation zur 
unbehandelten Kontrolle. Systemisches Blattmaterial wurde 3 Tage nach der Bakterieninfektion geerntet und 
durch Formaldehyd vernetzt. Chromatin wurde isoliert und mit Antikörpern gegen spezifische Modifikationen 
zur Bestimmung des Methylierungs- und Acetylierungszustands immunopräzipitiert. Nach dem Lösen der 
Formaldehydbrücken wurde DNA aufgereinigt und die Anreicherung der koimmunopräzipitierten DNA über 
eine qPCR quantifiziert. Jeder Datenpunkt basiert auf mind. drei unabhängigen Experimenten. Datenpunkte 
geben den Mittelwert und die vertikalen Linien den Standardfehler an.  
 
Die Ergebnisse deuten an, dass „Priming“ an den WRKY29-, WRKY6- und WRKY53-Genen 
mit einer Erhöhung von bestimmten Histon-Modifikationen an ihren Promotoren assoziiert 
ist. Da nur bei WRKY29 eine Erhöhung der Histon-Acetylierung zu beobachten ist, kann man 
sagen, dass nur die Veränderungen der H3K4-Methylierung ein gemeinsames Merkmal der 
WRKY-Gene beim „Priming“ ist. Das Fehlen der BTH-induzierten Histon-Modifikationen an 
den WRKY-Promotoren in der „Priming“ und SAR defizienten npr1-Mutante, unterstützt die 
These, dass die Erhöhung der Histon-Modifikationen für „Priming“ notwendig ist. Dazu im 
Widerspruch steht die Beobachtung, dass in der „Priming“ konstitutiv zeigenden edr1-
Mutante keine Erhöhung  der Histon-Modifikationen zu beobachten ist. Da ein nach einer 
bakteriellen Infektion der Pflanzen gebildetes, systemisches Signal zur Erhöhung der Histon-
Modifikationen an den WRKY-Promotoren in systemischen Blättern führt, scheint eine 
biologisch induzierte SAR eine Erhöhung der Histon-Modifikationen  beim „Priming“ zu 
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beinhalten. Somit konnte eine Erhöhung von transkriptionsassoziierten  Histon-
Modifikationen beim „Priming“ an den WRKY-Promotoren gezeigt werden. Am Chromatin 
der Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels zeigten sich andere Veränderungen von Histon-
Modifikationen. 
3.2.2 Histon-Modifikationen an Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels 
 
Wie oben erwähnt, gehören die Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels PAL1, PAL2, 4CL, 
C4H zu Genen mit einer basalen Expression unter den untersuchten Bedingungen, die 
zusätzlich einer diurnalen Kontrolle unterliegen und zwei Stunden nach Einsetzten der 
Lichtperiode ihr Maximum an gebildeten Transkripten zeigen (Abb. 3.1). Jedoch wurden 
PAL1 und PAL2 -im Gegensatz zu 4CL und C4H- von BTH in ihrer diurnalen Induktion 
gestört (Abb. 3.1). Erfasst man die Änderungen der Histon-Modifikationen am Promotor und 
der kodierenden Sequenz (CDS) dieser Gene, so lässt sich auch dann ein Unterschied 
zwischen PAL1, PAL2 auf der einen und 4CL und C4H feststellen. An diesen Genen konnte 
eine Änderung bei der K4-Methylierung nach einer BTH Behandlung beobachtet werden. 
Abbildung 3.8 zeigt die Änderung der K4 Tri-, Di- und Monomethylierung nach einer BTH 
Behandlung relativ zu mit Leerformulierung behandelten Pflanzen gemessen an 
verschiedenen Positionen der Gene. Man erkennt, dass eine BTH-Behandlung bei PAL1 und 
PAL2 im Gegensatz zu 4CL und C4H zu einer Reduktion von H3K4me3 führt. Bei allen vier 
Genen zeigt sich eine Zunahme der Di- und Monomethylierung von K4. Bei PAL1 und PAL2 
sind diese Erhöhungen in der CDS am deutlichsten ausgeprägt, wogegen bei 4CL und C4H 
die Zunahme von H3K4me2 und H3K4me1 gleichmäßig über das Gen stattfindet. Es 
verändern sich Histonmodifiaktionen also auch bei den Genen des Phenylpropan-
Stoffwechsels während des BTH-induzierten „Primings“. Im Gegensatz zu den 
Veränderungen an den WRKY-Genen, an denen mit der Transkription assoziierte Histon-
Modifikationen (z.B. H3K4me3) nach einer BTH Behandlung ansteigen und mit der 
Transkription gegenkorrelierende Histon-Modifikationen (z.B. H3K4me1) durch eine BTH-
Behandlung unterdrückt werden, kann der Veränderung der Histon-Modifikationen an den 
Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels keine Aufgabe zugesprochen werden. Auffällig ist, 
dass die stark mit der Transkription gekoppelte H3K4me3 während des „Primings“ an dem 
PAL1- und dem PAL2-Gen abnimmt und das Gen trotzdem für einen Stressreiz sensibilisiert 
bleibt. Des Weiteren fällt auf, dass die H3K4me1, die an den WRKY-Genen während  des 
„Primings“ und der Induktion abnimmt, bei den Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels beim 
„Priming“ zunimmt. Somit haben die Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels mit den WRKY-
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Genen nur die nach einer BTH Behandlung auftretende Erhöhung von H3K4me2 gemeinsam. 
Auch wenn an den Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels auftretenden Histon-
Modifikationen nach dem heutigen Wissensstand keine Aufgabe zugewiesen werden kann, 
können diese Histon-Modifikationen als Marker angesehen werden, die eine Veränderung des 
Chromatins und somit eine Veränderung der Aktivität/Aktivierbarkeit an den Genen 
aufzeigen. Auf Grund dessen wurde untersucht,  ob  die  BTH  induzierte  Veränderung der 
Histon-Modifikation in der „Priming“ defizienten npr1-Mutante auftreten. Dazu wurde die  
 
 
Abbildung 3.8: „Priming“-assoziierte Histon-Modifikationen an Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels 
nach einer BTH-Behandlung 
Gezeigt ist die Veränderung der Histon-Methylierung an verschiedenen Positionen des PAL1-, PAL2-, 4CL- und 
C4H-Gens in BTH-behandelten Pflanzen als Relation zur mit Leerformulierung behandelten Kontrolle. Das 
Blattmaterial wurde 3 Tage nach der BTH-Behandlung geerntet und durch Formaldehyd vernetzt. Chromatin 
wurde isoliert und mit Antikörpern gegen spezifische Modifikationen zur Bestimmung des 
Methylierungszustands immunopräzipitiert. Nach dem Lösen der Formaldehydbrücken wurde DNA aufgereinigt 
und die Anreicherung der koimmunopräzipitierten DNA über eine qPCR quantifiziert. Jeder Datenpunkt basiert 
auf mind. drei unabhängigen Experimenten. Datenpunkte geben den Mittelwert und die vertikalen Linien den 
Standardfehler an. 
 
H3K4me3 und H3K4me2 an den PAL-Genen und H3K4me2 an dem 4CL- und C4H-Gen 
nach einer BTH-Behandlung jeweils am Promotor und in der CDS der Gene im Wildtyp und 
der npr1-Mutante gemessen. Zur Messung wurden Positionen in der CDS mit den 
deutlichsten Veränderungen ausgewählt, nämlich +1400 für PAL1, +500 für PAL2, +700 für 
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4CL, sowie +700 für C4H. In Abbildung 3.9 erkennt man, dass der an den PAL-Promotoren 
beobachtete starke Abfall von H3K4me3, sowie die Zunahme von H3K4me2 in der CDS 
dieser Gene nach einer BTH-Behandlung in der npr1-Mutante nicht mehr auftritt. Des 
Weiteren  bleibt  auch  die  Zunahme  der  H3K4me2 an 4CL und C4H sowohl am Promotor, 
 
Abbildung 3.9: „Priming“-assoziierte Histon-Modifikationen an Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels 
in der npr1-Mutante 
Die Abbildung zeigt die Veränderung der Histonmethylierung am Promotor und der CDS des PAL1-, PAL2-, 
4CL- und C4H-Gens in BTH behandelten Wildtyp- (wt) und npr1-Pflanzen als Relation zur unbehandelten 
Kontrolle. Das Blattmaterial wurde 3 Tage nach der BTH-Behandlung geerntet und durch Formaldehyd vernetzt. 
Chromatin wurde isoliert und mit Antikörpern gegen spezifische Modifikationen zur Bestimmung des 
Methylierungszustands immunopräzipitiert. Nach dem Lösen der Formaldehydbrücken wurde DNA aufgereinigt 
und die Anreicherung der koimmunopräzipitierten DNA über eine qPCR quantifiziert. Jeder Datenpunkt basiert 
auf mind. drei unabhängigen Experimenten. Datenpunkte geben den Mittelwert und die vertikalen Linien den 
Standardfehler an. 
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als auch in der CDS in der BTH-behandelten npr1-Mutante aus. Somit lässt sich sagen, dass 
die Veränderungen der BTH-induzierten Histon-Modifikationen an den Genen des 
Phenylpropan-Stoffwechsels -wie die der WRKY-Gene- von dem Protein NPR1 abhängig 
sind. Untersuchungen der „Priming“ konstitutiv zeigenden Mutante edr1 auf „Priming“-
assoziierte Histon-Modifikationen zeigten auch bei den Genen des Phenylpropan-
Stoffwechsels keine erhöhten Histon-Modifikationen (Daten nicht gezeigt). Wie für die 
WRKY-Gene bereits gezeigt, weist das Fehlen der Histon-Modifikationen in der BTH-
behandelten npr1-Mutante auf die Notwendigkeit der Histon-Mmodifikationen für „Priming“ 
hin, wogegen das Fehlen der Histon-Modifikationen in der unbehandelten edr1-Mutante zeigt, 
dass eine Veränderung der genannten Histon-Modifikationen nicht für das „Priming“ 
notwendig sind. Also scheinen bei Betrachtung der npr1- und edr1-Mutanten auch bei den 
Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels zwei verschiedene Mechanismen zum „Priming“ zu 
führen. 
Zur Beantwortung der Frage, welchen Mechanismus die biologisch induzierte SAR nutzt, 
wurden systemische Blätter einer Pflanze nach einer Bakterieninfektion distaler Blätter auf 
Veränderungen von Histon-Modifikationen hin untersucht. Abbildung 3.10 zeigt die 
Veränderung von H3K4me3, H3K4me2 und H3K4me1 in systemischen Blättern nach einer 
Psm Infektion am Promotor und CDS der Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels. Insgesamt 
sind alle Veränderungen zu schwach um sicher feststellen zu können, dass eine Infektion von 
distalen Blättern mit Bakterien Histon-Modifikationen an diesen Genen induziert. Eine 
Ausnahme stellt jedoch die H3K4me1 in der CDS von PAL2 dar. An dieser Position konnte 
eine deutliche Zunahme der H3K4me1 gemessen werden. Die Erhöhung der H3K4me1 in der 
PAL2 CDS ist die deutlichste Veränderung, die man nach der BTH-Behandlung messen 
konnte (Abb. 3.8). Dass man nur die Erhöhung der H3K4me1 in der CDS an PAL2 nach einer 
distalen Psm-Infektion messen kann, kann verschiedene Ursachen haben. Einerseits kann sich 
die Sensitivität der Messmethode verändert haben- Andererseits könnte das 
bakterieninduzierte systemische Signal zu schwach sein und/oder nicht genug Zellen 
erreichen, weswegen nur die Position mit der größten Veränderung gemessen werden konnte. 
Auch wenn die gemessenen Veränderungen von H3K4me2 und H3K4me1 an den 
verschiedenen Positionen zu schwach sind, um eine sichere Aussage zu treffen, deutet die 
Veränderung der H3K4me1 an der PAL2 CDS jedoch darauf hin, dass während des biologisch 
induzierten „Primings“ Histon-Modifikationen an den Genen des Phenylpropan-
Stoffwechsels induziert werden. Die Ergebnisse deuten an, dass BTH-induziertes „Priming“ 
mit Veränderungen von Histon-Modifikationen assoziiert ist. Dabei wurde bei PAL1 und 
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PAL2 eine Abnahme der stark mit der Transkription gekoppelten H3K4me3 beobachtet. Diese 
Abnahme ist wahrscheinlich auf die repressive Wirkung von BTH auf die Transkription von 
PAL1 und PAL2 zurückzuführen. Allen Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels sind 
Erhöhungen der H3K4me2 und der H3K4me1 gemeinsam. 
 
 
Abbildung 3.10: „Priming“-assoziierte Histon-Modifikationen an Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels 
in systemischen Blättern nach einer Psm Infektion 
Gezeigt ist die Veränderung der Histon-Methylierung am Promotor und in der CDS der PAL1-, PAL2-, 4CL- und 
C4H-Gene in mit Psm ES4326 (OD 0,002) behandelten Wildtyppflanzen im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle. Systemische Blätter wurden 3 Tage nach der Bakterieninfektion geerntet und Chromatin durch 
Formaldehyd vernetzt. Chromatin wurde isoliert und mit Antikörpern gegen spezifische Modifikationen zur 
Bestimmung des Methylierungs-Zustands immunopräzipitiert. Nach dem Lösen der Formaldehydbrücken wurde 
DNA aufgereinigt und die Anreicherung der koimmunopräzipitierten DNA über eine qPCR quantifiziert. Jeder 
Datenpunkt basiert auf mind. drei unabhängigen Experimenten. Datenpunkte geben den Mittelwert und die 
vertikalen Linien den Standardfehler an.  
 
Jedoch ist es bei PAL1 und PAL2 nicht ersichtlich, ob die Veränderung der H3K4me2 und 
H3K4me1 auf „Priming“ oder doch auf die veränderte Transkription zurückzuführen sind. 
Alle durch BTH ausgelösten Veränderungen der Histon-Modifikationen sind abhängig vom 
NPR1-Protein. Sie treten aber nicht in der edr1-Mutante auf, was darauf hinweist, dass zwei 
unterschiedliche Mechanismen zum „Priming“ führen können. Die Messungen an 
systemischen Blättern nach einer Bakterieninfektion mit Psm, lieferten keine eindeutigen 
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Ergebnisse bezüglich „Priming“-assoziierten Histon-Modifikationen. Jedoch deutet die 
Erhöhung der H3K4me1 in der PAL2 CDS darauf hin, dass auch die biologisch induzierte 
SAR Histon-Modifikationen in „Priming“ mit einbezieht. 
 
3.2.3 Histon-Modifikationen an den WRKY-Genen Untersuchung von Histon-
Modifikationen in den cpr1- und sni1-Mutanten  
 
Um den Zusammenhang von  Histonmodifikationen mit dem „Priming“ weiter zu 
untersuchen wurden auch die cpr1- und sni1-Mutanten in die Untersuchungen einbezogen. 
Die cpr1-Mutante  wurde ausgewählt, weil sie eine konstitutiv erhöhte Resistenz und 
permanentes „Priming“ zeigt (Bowling et al. 1994, Kohler et al. 2002).  Die sni1-Mutante 
wurde in die Analyse miteinbezogen, weil das kodierte Protein als ein negativer Regulator der 
SAR identifiziert wurde (Li et al. 1999). Bei den Untersuchungen mit den beiden Mutanten 
beschränkte man sich auf die WRKY-Gene, da deren Veränderungen bei den 
Histonmodifikationen während des „Primings“ auf dem heutigen Kenntnisstand 
interpretierbar sind. Da das „Priming“ der Gene WRKY29, WRKY6 und WRKY53 für keinen 
der Genotypen bislang gezeigt wurde, wurde zunächst untersucht, ob die cpr1- und die sni1-
Mutanten konstitutives „Priming“ zeigen, dass sich als in Form einer verstärkten 
Geninduktion nach einer Stressbehandlung äußert. Dazu wurden Pflanzen drei Tage nach 
einer BTH-Behandlung durch Wasserinfiltration der Blätter gestresst, und drei Stunden nach 
der Wasserinfiltration einer RNA-Extraktion und einer nachfolgenden RT-qPCR unterzogen. 
Als Kontrolle dienten mit der Leerformulierung behandelte Pflanzen und nicht mit Wasser 
infiltrierte Pflanzen. Abbildung 3.11 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung der 
transkriptionellen Aktivität der untersuchten Gene. Auffällig ist, dass die zwei untersuchten 
Genotypen cpr1 und sni1 bereits ohne jegliche Behandlung im Vergleich zum Wildtypen eine 
erhöhte Transkriptakkumulation der drei untersuchten WRKY-Gene zeigen. Die Erhöhung der 
Transkriptakkumulation in den beiden Mutanten ist bei WRKY29 am wenigsten ausgeprägt 
und bei WRKY53 am größten. Die erhöhte Transkriptakkumulation in den untersuchten 
Genotypen zeigt, dass in beiden Mutanten ein positiver Reiz auf die WRKY6/29/53-
Gentranskription wirkt. Betrachtet man die Transkriptakkumulation nach einer 
Wasserinfiltration, so erkennt man, dass nach der Wasserinfiltration in nicht mit BTH 
behandelten cpr1- und sni1-Mutanten die Transkripte aller drei untersuchten WRKY-Gene 
stärker akkumulieren als im nicht mit BTH behandelten Wildtyp nach Wasserinfiltration. Die 
Transkriptakkumulation in den nicht mit BTH behandelten cpr1- und sni1-Mutanten ist dem 
Ausmaß der Transkriptakkumulation im mit BTH behandelten Wildtyp nach einer 
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Wasserinfiltration ähnlich. Somit konnte man nachweisen, dass die cpr1- und sni1- Mutanten 
konstitutiv „geprimt“ sind, so dass es in den beiden Mutanten auch ohne einen „Priming“-
induzierenden Stimulus   nach einer Stimulation der Pflanzen zu einer verstärkten Aktivierung 
der WRKY6/29/53-Gene kommt. Da die beiden Mutanten  für  WRKY6/29/53-Aktivierung  
konstitutiv  geprimt sind, wurden sie auf erhöhte Histonmodifikationen im Promotor unter- 
 
 
 
Abbildung 3.11: Verstärkte Genaktivierung in 
cpr1- und sni1-Pflanzen 
Gezeigt ist die Transkriptakkumulation (mRNA) der 
WRKY29-, WRKY6- und WRKY53-Gene drei Stunden 
nach einer Wasserinfiltration in die Laubblätter. Diese 
wurde 3 Tage nach BTH-Behandlung durchgeführt. 
Die Transkriptakkumulation wurde mit Gen-
spezifischen Primern in einer RT-qPCR gemessen. Sie 
ist als das Verhältnis der genspezifischen cDNA-
Menge zur Menge an ACTIN2-cDNA dargestellt. 
Jeder Datenpunkt basiert auf mindestens drei 
unabhängigen Experimenten. Die vertikalen Linien 
zeigen den Standardfehler an. 
 
 
sucht. Bei der Untersuchung der Histon-Mmodifikationen beschränkte man sich auf die 
H3K4me3, weil eine Erhöhung dieser Modifikationen bei allen drei untersuchten WRKY-
Genen beim „Priming“ zu beobachten war, und weil zur Zeit der Untersuchung kein 
geeigneter für die H3K4me2-Modifikation spezifischer Antikörper erhältlich war.  
Abbildung 3.12 zeigt die H3K4me3 in Wildtyp-, cpr1- und sni1-Pflanzen drei Tage nach 
Sprühapplikation von BTH oder der Leerfomulierung ohne aktiven Wirkstoff.  Die Abbildung 
zeigt, dass sich die H3K4me3 nach einer BTH Behandlung in der cpr1- und der sni1-
Mutanten erhöht. Die Tatsache, dass sich die H3K4me3 von BTH in allen drei untersuchten 
Genotypen induzieren lässt, zeigt, dass keiner der Genotypen in der Induktion der H3K4me3 
gestört ist. Des Weiteren erkennt man, dass sowohl in cpr1- als auch in sni1-Pflanzen ohne 
BTH-Behandlung eine höhere H3K4me3 an allen drei untersuchten WRKY-Promotoren 
aufweisen  als  in  nicht  mit  BTH  behandelten  Wildtyp-Pflanzen (Abb. 3.12). Somit konnte  
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Abbildung 3.12: „Priming“-assoziierte H3K4me3 an den WRKY6/29/53-Genen in Wildtyp-, cpr1- und 
sni1-Pflanzen   
Gezeigt sind die Veränderung der H3K4me3 am WRKY29-, WRKY6- und WRKY53-Promotor in BTH-
behandelten Pflanzen der angegebenen Genotypen in Relation zur unbehandelten Kontrolle. Blattmaterial wurde 
3 Tage nach der BTH-Behandlung geerntet und das Chromatin in den Blättern mit Formaldehyd vernetzt. 
Chromatin wurde isoliert und mit Antikörpern gegen trimethyliertes H3 an K4 zur Bestimmung des 
Methylierungszustands immunopräzipitiert. Nach dem Lösen der Formaldehydbrücken wurde die DNA 
extrahiert, gereinigt und die Anreicherung der ko-immunopräzipitierten DNA mit qPCR quantifiziert. Jeder 
Datenpunkt basiert auf mindestens drei unabhängigen Experimenten. Datenpunkte geben den Mittelwert und die 
vertikalen Linien den Standardfehler an. 
 
gezeigt werden, dass die H3K4me3 in der cpr1- und der sni1-Mutante an allen drei WRKY-
Genen konstitutiv erhöht ist. Zusammenfassend kann man sagen, dass sowohl die cpr1- und 
die sni1-Mutante an den WRKY6/29/53-Genen konstitutives „Priming“ zeigen, und dass cpr1- 
und sni1-Pflanzen eine konstitutive erhöhte H3K4me3 an den Promotoren aller drei 
untersuchten WRKY-Gene zeigen. 
 
3.3 Funktion des HSFB1 bei der SAR 
 
Ein Einfluss von Salicylsäure auf die Chromatinstruktur von Genen wurde zum ersten mal 
1963 an polytänen Chromosomen in den Speicheldrüsen von Drosophila festgestellt (Ritossa 
1963). Wie sich später in den 1990er Jahren herausstellte induziert Salicylsäure die Bindung 
eines Hitzeschock-Transkriptionsfaktors (HSF) an die Promotoren der Gene für von 
Hitzeschock-Proteine. Dies sowohl in Drosophila, als in Säugetieren, ohne die Transkription 
dieser Gene direkt zu induzieren (Jurivich et al. 1992). Da dieser Mechanismus dem 
„Priming“ bei der SAR in Pflanzen ähnelt, wurde nach einem HSF gesucht, der Einfluss auf 
„Priming“ haben könnte. Bei der Literaturrecherche fiel HSFB1 auf, da seine Transkription 
von Bakterien, Viren und von SAR-induzierenden Substanzen (BTH, SA, beta-
Aminobuttersäure) bis zu 92 Stunden nach einem Kontakt der Pflanze mit dem Induktor 
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induziert blieb (Cheong et al. 2002). Zusammen mit Thea Pick konnte gezeigt werden, dass 
eine hsfb1-Mutante sowohl im „Priming“, als auch in der Ausbildung der SAR beeinträchtigt 
ist (Pick et al. 2012). Eine Untersuchung der Histon-Modifikationen am WRKY29-Promotor 
zeigte, dass es auch in der hsfb1-Mutante zu BTH-induzierten Veränderungen bei den Histon-
Modifikationen am WRKY29-Promotor kommt. Dennoch ist es möglich, dass eine Bindung 
von HSFB1 an den Promotor zusätzlich zu den Histon-Modifikationen für „Priming“ 
notwendig ist. Um eine Bindung von HSFB1 an die PAL1- und WRKY29-Promotoren zu 
untersuchen, wurden transgene Pflanzen generiert, die ein HSFB1-FLAG-Fusionsprotein 
unter der Kontrolle eines endogenen HSFB1-Promotors oder des konstitutiven 35S:CaMV-
Promotors exprimierten. Zwar wurde das HSFB1-Transgen unter der Kontrolle des 
endogenen Promotors von BTH induziert und das Transgen unter der Kontrolle des 
konstitutiven 35S:CaMV-Promotors stark exprimiert, jedoch konnte in einer ChIP-Analyse 
mit einem Antikörper gegen den FLAG-Tag keine Anreicherung von PAL1- und WRKY29-
Promotorsequenzen erreicht werden (Daten nicht gezeigt). Um zu untersuchen, ob eine 
Überexpression von HSFB1 einen Einfluss auf die Resistenz von Arabidopsis gegen 
Bakterien hat, wurden zusätzlich transgene Pflanzen generiert, die HSFB1 ohne FLAG-Tag 
überexprimieren. Da die transgenen Pflanzen in zwei Replikaten keine erhöhte Resistenz 
gegen Psm ES4326 zeigten (nicht gezeigt), wurde auf weitere Untersuchungen der HSFB1-
überexprimierenden Pflanzen verzichtet. Des Weiteren wurde die hsfb1-Mutante auf weitere 
Aspekte hin untersucht. Zum einem wurde die Expression des HSFB1 Gens in der npr1- und 
der edr1-Mutante untersucht, zum anderen wurden weitere Indizien gesammelt, wonach die 
beeinträchtigte Ausprägung der SAR in der hsfb1-Mutante wirklich auf das Fehlen von 
Priming zurückzuführen ist (Pick et al. 2012). Es wurde gezeigt, dass hsfB1-Pflanzen nach 
einer Infektion mit dem avirulentem Psp avrB eine stark beeinträchtigte Resistenz gegen einer 
Psm Zweitinfektion im Vergleich zum Wildtyp zeigen (Pick et al. 2012). Dies könnte jedoch 
mehrere Ursachen haben. Zum einem könnte die Reaktion der Pflanze auf die Zweitinfektion 
mit Psm oder die Reaktion der Pflanze auf die Erstinfektion mit Psp avrB beeinträchtigt sein. 
Um auszuschließen, dass die hsfb1-Mutante in der Wahrnehmung der Erstinfektion mit Psp 
avrB beeinträchtigt ist, wurde überprüft, ob sie auf eine Infektion mit Psp avrB ebenso 
reagiert wie der Wildtyp. In Abbildung 3.13 ist die Anzahl isolierter Psp avrB und Psm 
Bakterien drei Tage nach einer Infektion von Blättern des Wildtyps und der Linie3 der hsfb1-
Mutante dargestellt, wobei die Infektion mit Psm ES4326 als Vergleich diente, da 
erwartungsgemäß eine Arabidopsispflanze das Wachstum der avirulenten Psp AvrB 
Bakterien hemmen sollte. Man erkennt, dass sowohl der Wildtyp, als auch die hsfb1-Mutante 
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im gleichen Maß in der Lage sind, das Bakterienwachstum des Psp avrB Stammes zu 
hemmen. Des Weiteren ist kein Unterschied in der Anzahl isolierter Psp avrB Bakterien 
zwischen Wildtyppflanzen und der hsfb1-Mutante zu erkennen (Abb. 3.13). Beide 
Beobachtungen deuten darauf hin, dass die hsfb1-Mutante weder in der Wahrnehmung, noch 
in der Reaktion auf eine Infektion mit Psp avrB beeinträchtigt ist. Dass die hsfb1-Mutante 
nicht in der Wahrnehmung der Erstinfektion jedoch in der Ausprägung der SAR 
beeinträchtigt ist, befürwortet die These, dass die beeinträchtigte Ausprägung der SAR 
vermutlich  auf  das  Fehlen  des „Primings“  zurückzuführen  ist.  Um  weitere  Hinweise  auf 
 
 
Abbildung 3.13: Wachstum von Psm ES4326 und Psp avrB in der hsfb1-Mutante 
Die Abbildung zeigt die Anzahl  Kolonie-bildender Bakterien, die drei Tage nach einer Infektion mit Psm 
ES4326 und Psp avrB aus Wildtyp- (wt) und hsfb1-Pflanzen isoliert wurden. Eine über Nacht gezogene Kultur 
der Bakterien wurde auf OD 0,0002 eingestellt und mit einer Spritze in die Blätter infiltriert. 3 Tage später 
wurde eine Blattscheibe ausgestanzt und mit Hilfe von Glaskugel mit einer Kugelmühle in MgCl2 zerkleinert. 
Die entstandene Suspension wurde verdünnt und auf Antibiotika-haltigen Platten ausgestrichen, bevor sie für 
zwei Tage bei 28°C inkubiert wurde. Jeder Datenpunkt basiert auf drei unabhängigen Experimenten. 
Datenpunkte geben den Mittelwert und die vertikalen Linien den Standardfehler an. 
 
den Wirkungsmechanismus von HSFB1 bei der SAR zu bekommen, wurde zusätzlich die PR-
Genexpression in den hsfb1-Mutanten untersucht. PR-Genexpression ist mit der SAR 
assoziiert (Durrant and Dong 2004) und es könnte sein, dass die beeinträchtigte SAR der 
hsfb1-Mutante auf eine beeinträchtigte PR-Genexpression  zurückzuführen ist. Abbildung 
3.14 zeigt die Induktion von PR1, PR2 und PR5 im systemischen Gewebe nach einer Psp 
avrB Infektion von unteren Blättern im Wildtyp und in der hsfb1-Mutantenline L3. Man 
erkennt, dass das PR1-Gen im gleichen Maß in der hsfb1-Mutante und das PR2- und PR5-
Gen sogar leicht stärker als im Wildtyp induziert werden. Dies zeigt, dass auch die 
systemische Induktion des PR1-, PR2- und PR5-Gens in der hsfb1-Mutante nicht 
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beeinträchtigt ist, und befürwortet zusätzlich die Hypothese, dass die beeinträchtigte 
Ausprägung der SAR auf das Fehlen des „Primings“ und nicht auf die Abwesenheit der PR-
Genexpression zurückzuführen ist. Des Weiteren wurde die Expression von HSFB1 in npr1-  
 
Abbildung 3.14: Bakterieninduzierte PR-Expression in systemischen Blättern der hsfb1-Mutante  
Dargestellt ist die Anreicherung von Transkripten (mRNA) des PR1- PR2- und PR5-Gens 3 Tage nach einer 
Infiltration distaler Blätter mit dem Bakterienstamm Psp avrB und MgCl2 (-Psp avrB). Die Transkript-
Akkumulation wurde mit genspezifischen Primern in einer RT-qPCR gemessen und ist im Verhältnis zur 
genspezifischen cDNA Menge zu ACTIN2 cDNA Menge angegeben. Jeder Datenpunkt basiert auf mindestens 
drei unabhängigen Experimenten. Die vertikalen Linien zeigen den Standardfehler an. 
 
und edr1-Mutanten untersucht. Abbildung 3.15B zeigt die Expression von HSFB1 72 Stunden 
nach einer BTH Behandlung in Wildtyp-, npr1- und edr1-Pflanzen. Zum Vergleich zeigt die 
Abbildung 3.15A die Induktion des HSFB1 Gens in systemischen Blättern nach Infektion 
distaler Blätter mit zwei unterschiedlich konzentrierten Bakterienlösungen der Stämme Pst 
avrRpt2, Psp avrB und Psm ES4326. Diese Stämme wurden zum Vergleich herangezogen, da 
sie alle in der Lage sind SAR zu induzieren. In Abbildung 3.15B erkennt man, dass die im 
Wildtyp durch BTH ausgelöste Induktion von HSFB1 in der npr1-Mutante zwar stark 
beeinträchtigt ist, jedoch nicht ganz ausbleibt. Die Expression des HSFB1-Gens ist in der 
npr1-Mutante nach einer BTH Behandlung ungefähr ebenso hoch, wie die in der 
unbehandelten edr1-Mutante, wobei die Expression in der edr1-Mutante ungefähr 3-mal so 
groß ist wie in einer unbehandelten Wildtyppflanze. Somit ist die HSFB1-Expression in der 
edr1-Mutante konstitutiv erhöht und die durch BTH ausgelöste Induktion sehr aber nicht 
vollkommen von NPR1 abhängig. Die HSFB1-Expression in der BTH behandelten npr1-
Mutante ist vergleichbar mit der Expression in systemischen Blättern induziert durch eine 
Infektion mit einer Bakterienlösung, mit der erfolgreich Priming induziert werden konnte. 
Dazu gehören die Psm ES4326 Bakterienlösung der Dichte 0,002 (Abb. 3.3) sowie die Pst 
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avrRpt2 Bakterienlösung der Dichte 0,0002 (Thea Pick, Diplomarbeit, RWTH-Aachen). 
Daraus kann man schließen, dass die in der npr1-Mutante nach einer BTH-Behandlung 
vorherrschende HSFB1 Expression  für  Priming  ausreichend  sein  sollte,  und  das  Fehlen  
von  „Priming“  in  der npr1-Mutante wahrscheinlich nicht auf die beeinträchtigte Induktion 
 
 
Abbildung 3.15: Bakterien- und BTH-induzierte  HSFB1 Expression in systemischen Blättern und der 
npr1- und edr1-Mutante 
Dargestellt ist die Transkriptakkumulation (mRNA) des HSFB1-Gens (A) 3 Tage nach einer Infiltration distaler 
Blätter mit dem Bakterienlösungen der Stämme Pst avrRpt2, Psp avrB, Psm ES4326 und MgCl2, (B) sowie 3 
Tage nach einer BTH Behandlung in Wildtyp- (wt), npr1- und edr1-Pflanzen. Die Transkriptakkumulation 
wurde mit genspezifischen Primern in einer RT-qPCR gemessen und wird als Verhältnis der genspezifischen 
cDNA Menge zu ACTIN2 cDNA Menge angegeben. Jeder Datenpunkt basiert auf mindestens drei unabhängigen 
Experimenten. Die vertikalen Linien zeigen den Standardfehler an.  
 
des HSFB1-Gens nach einer BTH-Behandlung zurückzuführen ist. Auch wenn BTH die 
HSFB1- Expression um ungefähr das 20 fache erhöht, so scheint eine solch starke Induktion 
von HSFB1 für die SAR nicht notwendig zu sein, da eine 4-fache Induktion nach einer 
Infektion mit einer Psp avrB Bakterienlösung der Dichte 0.002 für die Induktion der SAR 
ausreichend zu sein scheint (Thea Pick, Diplomarbeit, RWTH-Aachen). Insgesamt konnte 
gezeigt werden, dass die beeinträchtigte Ausprägung der SAR in den hsfb1-Mutanten weder 
auf eine beeinträchtigte Wahrnehmung der die SAR induzierenden Bakterien, noch auf eine 
beeinträchtigte PR-Genexpression zurückzuführen ist. Diese Beobachtungen unterstützen die 
Hypothese, dass die beeinträchtigte Ausprägung der SAR der hsfb1-Mutante auf das Fehlen 
des „Primings“ zurückzuführen ist. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass das HSFB1-Gen 
in systemischen Blättern nach einer Bakterieninfektion und auch in der edr1-Mutante eine 
erhöhte Expression zeigt (Abb. 3.15). Diese führt jedoch nicht zwangsläufig zum „Priming“ 
oder zur Resistenz. Z.B. zeigen npr1-Mutanten trotz erhöhter HSFB1-Expression nach einer 
BTH-Behandlung kein „Priming“ und die HSFB1 überexprimierenden Pflanzen keine 
Resistenz. Da keine Assoziation des HSFB1-FLAG-Fusionsproteins mit Promotoren 
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„geprimter“ Gene nachgewiesen werden konnte, bleibt die Wirkungsweise von HSFB1 bei 
„Priming“ derzeit offen. 
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4 Diskussion 
Das „Priming“ von Pflanzenzellen ermöglicht eine beschleunigte und verstärkte Induktion 
von Abwehrgenen (Kohler et al. 2002, Beckers et al. 2009). Da an der Aktivierung von 
Genen sowohl Histon-Modifikationen, als auch Transkriptionsfaktoren beteiligt sind, wurde 
in dieser Arbeit untersucht, ob mit der Transkription assoziierte Histon-Modifikationen beim 
„Priming“ und der SAR eine Rolle spielen. Da zuvor gezeigt wurde (Pick et al. 2012), dass 
der Transkriptionsfaktor HSFB1 für das „Priming“ und die SAR notwendig ist, wurde auch 
versucht, die Wirkungsweise von HSFB1 bei der SAR zu ermitteln. 
4.1 Transkriptionelles Verhalten „geprimter“ Gene 
 
In dieser Arbeit konnten durch Testen Stress-induzierter Gene erfolgreich sieben Gene 
identifiziert, die nach das „Priming“ auslösenden Behandlungen (z.B. Besprühen der Pflanzen 
mit BTH oder bakterielle Infektion distaler Blätter) eine verstärkte stressaktivierte Induktion 
zeigen (Abb. 3.2, 3.3). Zu den Genen gehören die Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels 
PAL1, PAL2, 4CL, C4H, und die WRKY-Gene WRKY29, WRKY6, und WRKY53. Über diese 
Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels und die WRKY-Gene ist bekannt, dass ihre Expression 
von Pathogenen oder MAMPs induziert wird (Wanner et al. 1993, Hahlbrock and Scheel 
1989, Dong et al. 2003, Euglem et al. 2007, Asai et al. 2002). Da „Priming“ als Mechanismus 
angesehen wird, der durch die Verstärkung verschiedener Zellantworten auf einen Stress zur 
Resistenz der Pflanze beiträgt, scheinen die identifizierten Gene für die Abwehr wichtig zu 
sein. Dies wird auch von früheren Studien unterstützt. In diesen wird der Phenylpropan-
Stoffwechsel bereits als wichtig für die Synthese von für die Abwehr benötigten 
Sekundärmetaboliten wie zum Beispiel SA, Phytoalexine und ligninähnliche Polymere 
angesehen (La Camera et al. 2004, Hahlbrock and Scheel 1989, Fraser and Chappele 2011). 
Den WRKY-Transkriptionsfaktoren wird eine Bedeutung bei der Abwehr von 
Krankheitserregern zugeschrieben, weil ihre DNA-Bindestelle, die W-Box, gehäuft in 
Promotoren von Abwehrgenen vorkommt (Maleck et al. 2000).  
Betrachtet man das Expressionsniveau der identifizierten Gene in unbehandelten Pflanzen, so 
ist das der Phenylpropan-Gene PAL1, PAL2, 4CL und C4H viel höher als das der Gene 
WRKY29, WRKY6 und WRKY53 (Abb. 3.1). Dies zeigt, dass sich das „Priming“ auf Gene mit 
unterschiedlichem Expressionsniveau auswirken kann. „Priming“ wurde durch Besprühen der 
Pflanzen mit BTH oder durch Infektion von distalen Blättern mit Psm ES4326 ausgelöst. 
Zudem wurde auch die edr1-Mutante untersucht, die konstitutiv „geprimt“ ist (Beckers et al. 
Diskussion 
 
 72
2009). Dabei wurde ersichtlich, dass „Priming“ nicht nur die stressaktivierte Induktion der 
Gene fördert; es kann auch die basale Expression der Gene direkt beeinflussen. Die Reaktion 
der untersuchten Gene auf die verschiedenen Behandlungen war unterschiedlich und ist in 
Tabelle 4.1  zusammengefasst.  Eine  BTH-Behandlung  bewirkt  eine  Induktion von WRKY6  
 
 WT edr1 npr1 
 +BTH +Psm -BTH +BTH -BTH +BTH 
WRKY29       
WRKY6       
WRKY53       
4CL       
C4H       
PAL1       
PAL2       
Repression   ←   →     Induktion 
       
 
Tabelle 4.1 Einfluss von „Priming“ auf die Genexpression 
Gezeigt ist der Einfluss von „Priming“ auf die Transkription nach einer BTH-Behandlung (+BTH 100 µM) und 
einer Infektion mit dem Bakterium Psm ES4326  (+Psm OD=0,002) in Wildtyp-Pflanzen (WT) sowie die 
Veränderung der Gen-Expression in den edr1- und npr1-Mutanten nach der Behandlung der Pflanzen mit BTH 
und der Leerformulierung (-BTH). Rot steht für eine Zunahme der Gen-Expression wogegen Blau eine 
Repression der Genaktivität anzeigt. Die Intensität der Farbe gibt die Stärke der transkriptionellen Veränderung 
an. Erstellt nach Abb.3.1, 3.2 und 3.3. 
 
und WRKY53 im Wildtyp und in der edr1-Mutante sowie ein Ausbleiben der diurnalen 
Induktion von PAL1 und PAL2 im Wildtyp (Abb. 3.2, 3.1, Tab. 4.1). Einen solchen Einfluss 
hat eine ebenfalls das „Priming“ auslösende bakterielle Infektion von distalen Blättern nicht 
(Abb. 3.3). Nach einer Bakterieninfektion distaler Blätter im Wildtyp konnte weder eine 
Minderung der Expression von PAL1 und PAL2, noch eine Erhöhung der WRKY6-Expression 
und eine nur geringe Induktion von WRKY53 festgestellt werden (Abb. 3.3). Gleiche 
Expressionsänderungen sind auch in der edr1-Mutante zu beobachten, wobei WRKY53 eine 
noch geringere Induktion aufweist als nach einer distalen Bakterieninfektion im Wildtyp. 
Somit nimmt der Einfluss des „Primings“ auf die Expression der betroffenen Gene von BTH-
behandelten Pflanzen über mit Bakterien infizierte Pflanzen bis zur edr1-Mutante ab. Aus 
dem Vergleich der Expression der einzelnen Gene in Pflanzen nach einer BTH-Behandlung, 
nach einer distalen Bakterieninfektion und in der edr1-Mutante wird auch ersichtlich, dass die 
Gene nicht gleich sensibel mit ihrer Expression reagieren. Da WRKY29 als einziges WRKY-
Gen nach einer BTH-Behandlung nicht induziert wird, ist es das unempfindlichste der 
untersuchten WRKY-Gene. WRKY53 dagegen ist das empfindlichste der untersuchten  WRKY-
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Gene, da es nach einer BTH-Behandlung am stärksten induziert wird und auch nach einer 
Infektion distaler Blätter und in der edr1-Mutante als einziges der untersuchten WRKY-Gene 
eine erhöhte Expression zeigt (Abb. 3.2, 3.3, Tab. 4.1). Die im Vergleich zur BTH-
Behandlung geringere WRKY53-Induktion nach einer bakteriellen Infektion und eine noch 
schwächere Expression in der edr1-Mutante könnte auf einen abgestuften Reiz 
zurückzuführen sein. Dies wird auch von der Expression des HSFB1 bestätigt. Dieses ist in 
BTH-behandelten Pflanzen am höchsten, in mit Psm ES4326 der OD 0,002 infizierten 
Pflanzen niedriger und in edr1-Pflanzen am niedrigsten (Abb. 3.15). Es gibt allerdings 
Anhaltspunkte, dass das unterschiedliche transkriptionelle Verhalten der „geprimten“ Gene 
nicht nur auf die Reizstärke zurückzuführen ist (Thea Pick, Diplomarbeit RWTH-Aachen). 
Ungewöhnlich scheint, dass der starke BTH-Reiz, der die beiden Gene WRKY6 und WRKY53 
induziert und die Expression aller untersuchten „geprimten“ Gene als Antwort auf einen 
Stressreiz hin erhöht, eine negative Wirkung auf die diurnale Expression der PAL-Gene hat 
(Abb. 3.1). Dies könnte an der Stärke des BTH-Reizes, an der Qualität des Reizes oder auf 
beiden dieser Eigenschaften beruhen. Der negative Einfluss von BTH auf die PAL-Expression 
könnte z.B. durch eine übermäßig starke, von BTH bewirkte Expression von 
Transkriptionsfaktoren verursacht werden, die einen zusätzlichen Aktivierungsreiz benötigen, 
um eine transkriptionsfördernde Wirkung entfalten zu können, und die ohne diesen 
zusätzlichen Reiz repressiv wirken. Auf diese Weise verhalten sich z.B. Kernrezeptoren, die 
direkt als DNA-bindende Proteine nur in Anwesenheit von den Liganden Retinsäure oder 
Thyroxin aktivierend wirken, in Abwesenheit des Liganden aber eine repressive Wirkung auf 
die Expression von Genen haben (Eckey et al. 2003, Weston et al. 2003). Ein sehr ähnliches 
Beispiel ist die Induktion der Bindung von HSF1 an den HSP70-Promotor durch Salicylat in 
humanen Zellen (Cotto et al. 1996). Dabei führt Salicylat zwar zur Bindung von HSF1 an den 
HSP70-Promotor, jedoch nicht zur für die Transkription benötigten Phosphorylierung von 
HSF1. Bei einem anschließenden Hitzeshock zeigen die mit Salicylat behandelten humanen 
Zellen eine stärkere Induktion des HSP70-Gens als die nicht mit Salicylat behandelten Zellen 
(Jurivich et al. 1992). In beiden Beispielen sind die für eine Geninduktion benötigten 
Transkriptionsfaktoren in einer inaktiven Form bereits vor der Geninduktion an den Promotor 
gebunden. Eine repressive Wirkung solcher inaktiver Transkriptionsfaktoren könnte dadurch 
entstehen, dass sie andere, transkriptionsfördernde Transkriptionsfaktoren vom Promotor 
verdrängen. Der Grund, dass nur BTH zu einer Repression der PAL-Gene führt, könnte darin 
liegen, dass nur die BTH-Behandlung zu einer ausreichend starken Expression des inaktiven 
Transkriptionsfaktors führt. Wie erwähnt, könnten die PAL-Gene aber auch nicht nur 
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aufgrund der Stärke des BTH-Reizes, sondern auch aufgrund der Qualität des Reizes in ihrer 
Expression unterdrückt werden. Im Gegensatz zur BTH-Behandlung, die einen Anstieg an SA 
simuliert, erhöht eine bakterielle Infektion in systemischen Blättern sowohl die endogene 
Konzentration von SA, als auch Jasmonsäure (JA) (Mishina and Zeier 2007). Für JA als 
Verursacher für das Ausbleiben der Minderung der PAL-Genexpression nach einer 
bakteriellen Infektion spricht, dass der negative Einfluss von BTH auf die Expression der 
PAL-Gene durch gleichzeitiges Behandeln der Pflanzen mit BTH und JA partiell aufgehoben 
werden konnte (Thea Pick, Diplomarbeit RWTH-Aachen). Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass eine Behandlung von Arabidopsis-Pflanzen mit beta-Aminobuttersäure 
(BABA), die den SA- und JA-Signalweg gleichzeitig aktiviert (Thea Pick, Diplomarbeit 
RWTH-Aachen), keinen negativen Einfluss auf die Expression der PAL-Gene hat (Thea Pick, 
Diplomarbeit, RWTH-Aachen). Ein von BTH qualitativ anderer Reiz scheint auch in der 
edr1-Mutante aktiv zu sein. Auffällig ist, dass BTH nicht zur Repression der PAL-Gene in der 
edr1-Mutante führt, sondern zur Induktion von PAL1 und PAL2 (Abb. 3.2). Vergleicht man 
BTH-behandelte edr1-Mutanten mit BTH-behandelten Wildtyppflanzen, so ist zu erkennen, 
dass in der edr1-Mutante die Expression aller untersuchten Gene höher ist als in den 
Wildtyppflanzen (Abb. 3.2). Dies lässt darauf schließen, dass in edr1 ein konstitutives Signal 
vorherrscht, das die Transkription dieser Gene fördert. Dieser Reiz muss sich qualitativ vom 
BTH-Reiz unterscheiden, da er die repressive Wirkung von BTH auf die PAL-Gene aufhebt 
und nicht verstärkt. Des Weiteren ist das in der edr1-Mutante vorherrschende Signal nicht 
ausreichend, um bei 4CL, C4H, WRKY6 und WRKY53 eine ähnlich starke stressaktivierte 
Gen-Induktion wie eine BTH-Behandlung zu ermöglichen (Abb. 3.2). Da die edr1-Mutante 
trotzdem eine verstärkte stressaktivierte Induktion der Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels 
und der WRKY-Gene zeigt, muss auf Genregulationsebene ein anderer Mechanismus zum 
„Priming“ führen, als er in BTH-behandelten Wildtyppflanzen vorkommt. Zur Bestimmung 
der beteiligten Signalwege, die zu den unterschiedlichen Reaktionen führen, wären weitere 
Mutanten-Analysen erforderlich. Aus Untersuchungen der npr1-Mutante wird ersichtlich, 
dass das von BTH ausgelöste „Priming“ vom NPR1-Protein abhängig ist. BTH kann in der 
npr1-Mutante eine stressaktivierte Induktion der untersuchten Gene nicht verstärken (Abb. 
3.2). Erstaunlicherweise, ist die mit BTH verursachte Erhöhung der Expression von WRKY6 
und WRKY53 in der npr1-Mutante jedoch vorhanden (Abb. 3.2). Eine einfache Induktion der 
WRKY6- und WRKY53-Gene ist also nicht ausreichend, um eine Verstärkung einer 
stressaktivierten Induktion zu fördern. Das Fehlen des „Primings“ an WRKY6 und WRKY53 
trotz erhöhter Expression nach BTH zeigt, dass für „Priming“ bestimmte 
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transkriptionsfördernde Prozesse notwendig sind. Transkriptionelle Untersuchungen an den 
WRKY-Genen wurden auch an den konstitutiv SAR zeigenden Mutanten cpr1 und sni1 
gemacht. Sowohl die cpr1-, als auch die sni1-Mutante brauchen keine BTH-Behandlung, um 
WRKY6, WRKY29 und WRKY53 nach einer Wasserinfiltration stärker zu exprimieren als der 
Wildtyp (Abb. 3.11). Die stärkere stressaktivierte Induktion in diesen Mutanten zeigt, dass die 
cpr1- und sni1-Mutante konstitutiv „geprimt“ sind. Vergleicht man die Expression in 
unbehandelten Pflanzen, so fällt im Vergleich zur edr1-Mutante auf, dass in der cpr1- und 
sni1-Mutante die Gene WRKY6 und WRKY53 eine deutlich erhöhte Expression zeigen. Da 
diese erhöhte Expression durch eine BTH-Behandlung nicht weiter gesteigert werden kann, 
scheint der in der cpr1- und sni1-Mutante vorherrschende Reiz -im Gegensatz zu dem in der 
edr1-Mutante vorherrschenden Reiz- mit BTH nicht additiv zu sein. Eine 
Interpretationsmöglichkeit dafür ist, dass der BTH-Reiz und der in der cpr1- und sni1-
Mutante vorherrschende Reiz sich ähnlich sind, und der in der cpr1- und sni1-Mutante 
vorherrschende Reiz so stark ist, dass er nicht mehr weiter gesteigert werden kann. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass „Priming“ zur Verstärkung der stressaktivierten 
Induktion von Genen führt, die wie die WRKY-Gene basal, oder wie die Gene des 
Phenylpropan-Stoffwechsels diurnal, aber konstitutiv exprimiert werden. Eine BTH-
Behandlung kann außer transkriptionsfördernden Eigenschaften einer stressaktivierten 
Induktion die Transkription von Genen direkt beeinflussen. So kann BTH -wie für die PAL-
Gene gesehen- die Transkription unterdrücken, oder -wie für WRKY6 und WRKY53 
beobachtet- die Transkription induzieren. Somit kann „Priming“ eine stressaktivierte 
Geninduktion unabhängig vom Aktivitätszustand des Gens verstärken.  
Das zum „Priming“ führende BTH-Signal ist abhängig von NPR1. Die BTH-induzierte 
Erhöhung der Expression von WRKY6 und WRKY53 in der npr1-Mutante zeigt, dass das 
BTH-Signal unabhängig von der Transkription auf dem Promotor integriert werden kann. 
Weil BTH in der edr1-Mutante alle untersuchten Gene induziert, scheint das durch die edr1-
Mutation erzeugte Signal eine transkriptionsfördernde Wirkung zu haben. Das EDR1 Gen 
kodiert für eine Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase-Kinase-Kinase, die vermutlich auf 
bestimmte Stressantworten der Pflanze negativ wirkt (Frye and Innes 1998, Frye et al. 2001). 
Es ist auch bekannt, dass das in der edr1-Mutante vorherrschende Signal den SA-Signalweg 
braucht, um positiv auf die Abwehrreaktionen der Pflanze wirken zu können (Frye et al. 
2001). Zwei Beobachtungen lassen aber darauf schliessen, dass in der edr1-Mutante 
vorherrschendes Signal sich qualitativ vom BTH-induziertem Signal unterscheidet. Zum 
Einem zeigen nicht alle untersuchten Gene eine zum BTH-induziertem „Priming“ 
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vergleichbare Verstärkung bei der stressaktivierten Geninduktion. Und zum Anderen, zeigen 
die PAL-Gene in der edr1-Mutante keine BTH-induzierte Repression. Somit scheint es 
mindestens zwei verschiedene Mechanismen zu geben, die zum „Priming“ führen können. 
Welchen Mechanismus das durch Psm ES4326 biologisch induzierte „Priming“ benutzt, kann 
aus den Transkriptionsuntersuchungen nicht geschlossen werden. Die stärkere Induktion der 
Gene nach einer Infektion distaler Blätter mit die SAR auslösendem Psm ES4326-Stamm, 
zeigt jedoch, dass PAL1, PAL2, 4CL, C4H, WRKY29, WRKY6 und WRKY53 auch während 
einer biologisch induzierten SAR „geprimt“ werden (Abb. 3.3). 
 
4.2  „Priming“-assoziierte Histon-Modifikationen 
 
In die gleichen Gruppen, in die sich die „geprimten“ Gene in Arabidopsis aufgrund ihrer 
Expression oder deren Reaktion auf BTH einteilen lassen, kann man die „geprimten“ Gene 
aufgrund von Histon-Modifikationen als Antwort auf eine BTH-Behandlung einteilen. So 
zeigen die WRKY-Gene und die Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels untereinander 
Ähnlichkeiten bei den Veränderungen von Histon-Modifikationen beim „Priming“ (Abb. 3.4, 
3.8). In Tabelle 4.2 sind die Ähnlichkeiten und Unterschiede in der transkriptionellen 
Reaktion und die Veränderungen der einzelnen Modifikationen zusammengefasst, wobei die 
Ähnlichkeiten innerhalb der WRKY-Gene oder der Phenlypropan-Gene grün und die 
Unterschiede rot untermalt sind. Den untersuchten WRKY-Genen ist gemeinsam, dass sie 
basal exprimiert werden. Darüber hinaus zeigen sie eine BTH-induzierte H3K4me3 und eine 
H3K4me2. Die H3K4me1 ist dem entsprechend unterdrückt. Die Unterschiede zwischen den 
WRKY-Genen liegen darin, dass nur WRKY29 von BTH nicht transkriptionell induziert wird, 
und dass BTH die Histon-Acetylierung nur an WRKY29 induziert. In der Gruppe der Gene des 
Phenylpropan-Stoffwechsels ist allen Genen gemeinsam, dass sie diurnal reguliert werden, 
und BTH eine Erhöhung der H3K4me2 und der H3K4me1 bewirkt. Die Unterschiede in der 
Gruppe der Phenylpropan-Gene liegen darin, dass die PAL-Gene von BTH in ihrer 
Transkription reprimiert werden, und dass BTH an den PAL-Genen einen Rückgang bei der 
H3K4me3 bewirkt. Da die Histon-Acetylierung für 4CL und C4H nicht gemessen wurde, 
kann darüber keine Aussage getroffen werden. Ähnlichkeiten im transkriptionellem Verhalten 
sowie bei Histonmodifikationen sind wahrscheinlich auf ähnliche regulatorische Sequenzen 
zurückzuführen. Ein gleiches Histon-Modifikationsmuster wurde für koregulierte Gene zwar 
schon postuliert, jedoch waren die Beweise dafür unzureichend (Kurdistani et al. 2004). Unter 
den WRKY-Genen konnte lediglich am WRKY29-Pomotor eine Erhöhung der Acetylierung an 
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den Histonen H3 und H4 nach einer BTH-Behandlung gemessen werden (Abb. 3.4). Da in 
einer anderen Studie zur Rolle von H3K9ac bei der SAR für WRKY6 und WRKY53 gezeigt 
wurde (Luna et al. 2012), dass sich die H3K9ac nach einer lokalen Infektion mit Pst DC3000 
avrRpt2 in systemischen Blättern erhöht, scheint die Sensitivität der in dieser Arbeit 
verwendeten  Methode  zur  Untersuchung  der  Histon-Acetylierung  limitierend  zu sein. Ein  
 
WRKY-Gene 
Gen 
Transkription Veränderungen der Modifikation nach BTH 
-BTH +BTH H3K4me3 H3K4me2 H3K4me1 H3K9ac H4K5ac H4K8ac H4K12ac 
WRKY29 basal → ↑ ↑ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ 
WRKY6 basal ↑ ↑ ↑ ↓ → → → → 
WRKY53 basal ↑ ↑ ↑ ↓ → → → → 
 
Phenylpropan-Gene 
Gen 
Transkription Veränderungen der Modifikation nach BTH 
-BTH +BTH H3K4me3 H3K4me2 H3K4me1 H3K9ac H4K5ac H4K8ac H4K12ac 
4CL diurnal → → ↑ ↑ n.g. n.g. n.g. n.g. 
C4H diurnal → → ↑ ↑ n.g. n.g. n.g. n.g. 
PAL1 diurnal ↓ ↓ ↑ ↑ → → → → 
PAL2 diurnal ↓ ↓ ↑ ↑ → → → → 
 
Tabelle 4.2 „Priming“-assoziierte Histon-Modifikationsmuster 
Gezeigt sind die Gemeinsamkeiten (grün) und Unterschiede (rot) der Änderungen bei der Transkription und bei 
den Histon-Modifikationen nach BTH-Behandlung. Die Gene kann man zunächst auf Grund ihrer 
Transkriptionsstärke in zwei Gruppen aufteilen, wobei die WRKY-Gene mit wenig Transkripten nur basal 
exprimiert werden und die Phenylpropan-Gene nicht nur mehr Transkripte als WRKY-Gene zeigen, sondern auch 
diurnal reguliert werden. Die WRKY-Gene zeigen untereinander die Gemeinsamkeit, dass BTH die H3K4me3 
und die H3K4me2 induziert, die H3K4me1 aber unterdrückt. Die Phenylpropan-Gene zeigen nach BTH-
Behandlung eine Erhöhung bei der H3K4me2 und der H3K4me1. Die Unterschiede innerhalb der WRKY-Gruppe 
sind, dass nur WRKY29 von BTH transkriptionell nicht induziert wird, und nur am WRKY29 BTH die Histon-
Acetylierung induziert. Die Unterschiede innerhalb der Phenylpropan-Gruppe sind, dass nur die von BTH 
transkriptionell reprimierten Gene PAL1 und PAL2 ein Rückgang der H3K4me3 zeigen. ↑: erhöht, ↓: erniedrigt, 
→: gleichbleibend, n.g.: nicht gemessen. 
 
Problem bei der Messung von Histon-Modifikationen ist, dass insbesondere an transkribierten 
Genen dynamische Prozesse stattfinden. Hierzu gehört das Hinzufügen und Entfernen von 
Nukleosomen, sowie die Acetylierung und Deacetylierung von Histonen (Joshi and Struhl 
2005, Keogh et al. 2005, Lee et al. 2004). Z.B. werden beim Transkriptionsstart oder während 
der Transkription Nukleosomen verschoben möglicherweise ganz entfernt und dem 
Chromatin danach wieder hinzugefügt. Der Histonacetylierung wird bei der Verschiebung 
von Nukleosomen eine große Rolle zugesprochen, da für die Replikation der DNA bereits 
gezeigt wurde, dass Histonacetylierungen während der Umlagerung der Histone eine Rolle 
spielen (Benson et al. 2006). Zusätzlich gibt es Anhaltspunkte, dass Histone während eines 
Transkriptionszyklus deacetyliert werden müssen. Das zwischenzeitlich hergestellte 
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repressive Chromatin verhindert, dass die RNAPII unspezifische Transkriptions-
initiationsstellen nutzt (Carrozza et al. 2005). Ein anderes Beispiel für limitierende 
Sensitivität bei der Detektion von Histonmodifikationen ist der gemessene Rückgang der 
Hyperacetylierung von Histon H4 an den PAL-Genen nach einer BTH-Behandlung (Michal 
Jaskiewicz, Diplomarbeit, RWTH-Aachen). Dabei wurde ein Antikörper verwendet, der tri- 
und tetraacetylierte Histone H4 erkennt (Millipore 06-946). Bei der Messung der einzelnen 
Acetylierungen mit Antikörpern gegen K5ac, K8ac, K12ac und K16ac konnte jedoch kein 
Rückgang bei der Acetylierung festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Folglich kann es an 
den untersuchten Genen zu Veränderungen bei den Histonmodifikationen kommen, ohne dass 
diese erfasst werden können. Sollten dynamische Prozesse während der Transkription die 
Messbarkeit von Histonmodifikationen tatsächlich erniedrigen, so sind diese beim WRKY29-
Gen in Arabidopsis am wenigsten ausgeprägt, da dieses Gen vor einem induzierenden Reiz 
nur wenig exprimiert wird. Der Grund dafür, dass nur bei WRKY29 eine BTH-induzierte 
Erhöhung der H3K9-Acetylierung gemessen wurde, kann also auch auf das transkriptionelle 
Verhalten von WRKY29 zurückzuführen sein statt auf fehlenden Änderungen der 
Histonacetylierung auf den WRKY6- und WRKY53-Promotoren zu beruhen. Weitere Gründe 
für das Aussbleiben der Erhöhung der Acetylierung an H4K5, H4K8 und H4K12 an WRKY6 
und WRKY53 könnten sein, dass diese Lysine an WRKY6 und WRKY53 bereits im 
Grundzustand acetyliert sein, oder die Acetylierungen von H4K5, H4K8 und H4K12 sind für 
die Aktivierung von WRKY6 und WRKY53 nicht notwendig. Sind die Acetylierungen von 
H4K5, H4K8 und H4K12 an WRKY6 und WRKY53 schon im Grundzustand vorhanden, 
könnte dies erklären, wieso WRKY6 und WRKY53 sensibler auf BTH reagieren und im 
Gegensatz zu WRKY29 von BTH direkt induziert werden (Abb. 3.1, 3.2). Eine 
Transkriptionsaktivierung ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem verschiedene Signale als 
Histon-Modifikationen in das Chromatin integriert werden können. Eine solche mehrstufige 
Signalintegration wurde z.B. für den menschlichen β-Globin-Lokus beschrieben. Deletionen 
von verschiedenen cis-regulatorischen Sequenzen am β-Globin-Lokus zeigten, dass 
bestimmte cis-regulatorische Sequenzen bestimmte Histonacetylierungen kontrollieren 
(Schubeler et al. 2000). Beide sind für die Transkription notwendig. Ein weiteres Beispiel für 
eine mehrstufige Signalintegration zeigt eine Studie an dem Phosphoenolpyruvatcarboxylase-
Gen (PEPC) in Mais (Danker et al. 2008, Offermann et al. 2008). Diese zeigt eine Integration 
zweier Signale auf dem Chromatin, wobei die Histonacetylierung von Licht und die H3K4-
Methylierung gewebespezifisch reguliert werden. Das Besondere an dieser Studie des PEPC-
Gens ist, dass gezeigt werden konnte, dass beide Signale die Histon-Modifikationen völlig 
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unabhängig voneinander regulieren können. Überträgt man die Schlussfolgerungen aus den 
zitierten Studien auf WRKY6 und WRKY53, so ist es möglich, dass bestimmte Lysine an den 
Histonen der WRKY6- und WRKY53-Promotoren bereits vor der BTH-Behandlung acetyliert 
sind. Ein zusätzliches Signal, wie z.B. der von einer BTH-Behandlung ausgelöste Stimulus, 
kann dann auf Grund der transkriptionsfördernden Wirkung der konstitutiv vorherrschenden 
Histonacetylierung am WRKY6- und WRKY53-Promotor direkt zur Induktion von WRKY6 und 
WRKY53 führen. Letztendlich aber kann über das Fehlen der Erhöhung der 
Histonacetylierung von H4K5, H4K8 und H4K12 am WRKY6- und WRKY53-Promotor nur 
spekuliert werden. Dennoch zeigt sich während der stressaktivierten Induktion, nach einer 
BTH-Behandlung sowie nach einer distalen Infektion der Pflanzen mit Psm ES4326 am 
WRKY29-Promotor eine Erhöhung bei der Histonacetylierung. Es wurde auch gezeigt, dass 
erhöhte H3K9ac an den WRKY6- und WRKY53-Promotoren mit SAR und „Priming“ 
korreliert (Luna et al. 2012).  
 
4.3 Die Rolle von Histon-Modifikationen an den WRKY-Genen 
 
Eine der Aufgaben der Histonacetylierung bei der Genaktivierung sieht man in der 
Erniedrigung der Affinität der sauren DNA an die basischen Histonproteine, um die Bindung 
anderer Proteine an die DNA zu erleichtern. Die Acetylgruppen der Histone können aber auch 
als Bindungsstellen für Proteine wirken, die die Transkription fördern oder für die 
Transkription notwendig sind. Es wurden viele transkriptionsfördernde Proteine identifiziert, 
die die acetylierte Lysine bindende Domäne BROMO besitzen. Dazu gehören z.B. Histon-
Acetyltransferasen (LeRoy et al. 2008), Chromatin-Remodelierungskomplexe und der 
allgemeine Transkriptionsfaktor TFIID, der nach Binden an die TATA-Box die Rekrutierung 
der RNAPII an einen Ziel-Promotor vermittelt (Agalioti et al. 2002, Chen and Thanos 2002). 
Die letztgenannten Autoren zeigten, dass TFIID eine Affinität für die H3K9ac und die 
H3K14ac hat, und dass der Chromatinremodelingkomplex SWI/SNF an H4K8ac bindet. Die 
Acetylierung am WRKY29-Promotor könnte also bereits während des „Priming“ zu der für die 
Transkription notwendigen Umstrukturierung des Chromatins und zur Bindung von TFIID 
führen. Die H3K9ac könnte aber auch während einer stressaktivierten Induktion die Bindung 
von TFIID an den Promotor beschleunigen. Da gezeigt wurde, dass TFIID auch für die 
H3K4me3 eine erhöhte Affinität hat, werden die möglichen Auswirkungen einer erhöhten 
Affinität von TFIID zu den Histonen weiter unten ausführlicher beschrieben. Da nach einer 
BTH-Behandlung am WRKY29-Promotor die gleichen Lysinreste acetyliert werden, wie es 
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bei einer stressaktvierten Induktion von WRKY29 der Fall ist, kann die BTH-induzierte 
Erhöhung der Histonacetylierung als eine Vorbereitung des Gens auf eine Aktivierung 
angesehen werden.  Zwar konnte während dieser Arbeit bei WRKY6 und WRKY53 keine 
Erhöhung in der Acetylierung nachgewiesen werden, jedoch wurde dies in einer anderen 
Studie für diese beiden Gene gezeigt (Luna et al. 2012). Die Erhöhung von H3K9ac an den 
WRKY6- und WRKY53-Promotoren könnte -ebenso wie beim WRKY29-Promotor- auch zur 
Bindung von transkriptionsfördernden Proteinen bereits vor der stressaktivierten Induktion 
führen. Das Vorbereiten der WRKY-Gene auf eine Induktion durch Acteylierung der Histone 
könnte erklären, wieso die WRKY-Gene in „geprimten“ Pflanzen auf einen Stressreiz sensibler 
reagieren. 
Im Gegensatz zur Histonacetylierung, für die eine Veränderung nur am WRKY29-Promotor 
nach einer BTH-Behandlung und distaler Infektion mit Psm ES4326 gemessen werden 
konnte, war eine Veränderung der H3K4-Methylierung an allen drei untersuchten WRKY-
Genen nachzuweisen. Für die drei genannten Gene wurden Erhöhungen der H3K4me3 und 
H3K4me2 und eine Abnahme bei der H3K4me1 nach BTH-Behandlung gemessen (Abb. 3.4). 
Alle diese Methylierungen, verändern sich in ähnlicher Weise auch nach einer Stress-
aktivierten Induktion der Gene durch Wasserinfiltration der Blätter (Abb. 3.4). Eine 
Ausnahme davon ist die H3K4me2. Diese erhöht sich lediglich nach einer das „Priming“ 
auslösenden Behandlung, und sie nimmt nach einer stressaktivierten Induktion der Gene 
wieder leicht ab (Abb. 3.4). Für die H3K4me3 und H3K4me2 wurde gezeigt, dass sie an der 
Transkriptionsiniation, -elongation, und -termination, der mRNA-Prozessierung und der 
Chromatin-Remodelierung beteiligt sein können (Pray-Grant et al. 2005, Santos-Rosa et al. 
2002, Santos-Rosa et al. 2003, Sims et al. 2007, Vermeulen et al. 2007, Wysocka et al. 2006). 
Die Beschleunigung der Transkriptionsinitiation könnte von der H3K4me3 -ähnlich wie an 
menschlichen Zellen- dadurch bewirkt werden, dass H3K4me3 die Affinität von TFIID für 
den Promotor erhöht (Vermeulen et al. 2007). Zwar ist die H3K4me3 für das 
Zusammenlagern eines PIC nicht notwendig, da es auch auf reiner DNA zur Bindung des 
TFIID an die TATA Box und zur Ausbildung des Präinitiationskomplexes (PIC) kommen 
kann (Roeder 1996), aber die Bindung des TFIID an den Promotor in diesem artifiziellen 
System wurde als ein langsamer Prozess und als ein die Transkriptionsinitiation limitierender 
Faktor beschrieben (Nikolov and Burley 1997, Wu and Chiang 2001). Die H3K4me3 könnte 
aber nicht nur die erste Zusammenlagerung eines PIC, sondern auch die Bindung des 
Gerüstproteinkomplexes stabilisieren, der die Transkriptions-Reinitiation beschleunigt (Abb. 
1.1 F). Dieser nach der Transkriptionsinitiation am Promotor verbleibende Komplex 
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beinhaltet auch TFIID. Es wurde gezeigt, dass H3K4me3 mehrere Stunden nach einer 
vorangegangenen Transkription an bestimmten Promotoren verbleibt (Ng et al. 2003). Die 
Erhöhung der H3K4me3 an den WRKY-Promotoren nach einer das „Priming“ auslösenden 
Behandlung könnte also dazu dienen, das Zusammenlagern eines PIC zu beschleunigen 
und/oder eine stabile Bindung eines PICs oder eines partiellen PIC zu fördern. Diese 
Mechanismen würden zu der mit dem „Priming“ assoziierten erhöhten Kapazität zur 
Abwehrgen-Expression beitragen. Allerdings muss dieses für menschliche Zellen 
beschriebene Modell für Arabidopsis vermutlich abgewandelt werden. Die Bindung von 
TFIID an H3K4me3 wird durch das Binden der PHD-Domänen (engl. plant homeodomain) 
des TFIID-Proteins TAF3 (TATA-Box-Bindeprotein-assoziierter Faktor 3) vermittelt. In 
Arabidopsis fehlt aber TAF3. Allerdings könnte auch in Arabidopsis eine Korrelation 
zwischen H3K4me3 und dem Binden von TBP (TATA-Box-Bindeprotein) an den Promotor 
gezeigt werden (Ding et al. 2011). Die Bindung von TFIID an H3K4me3 in Arabidopsis 
könnte ähnlich wie die Bindung von SAGA an H3K4me3 in Hefe stattfinden. Ein 
Adapterprotein, das H3K4me3 und H3K4me2 erkennt und die Bindung von SAGA an 
methylierte Histone vermittelt, ist CHD1 (chromo-ATPase/helicase-DNA binding domain 1) 
(Pray-Grant et al. 2005). Auch in menschlichen Zellen wurde gezeigt, dass CHD1 an 
H3K4me3 und H3K4me2 bindet (Sims et al. 2007). In Arabidopsis sind mehrere CHD-Gene 
bekannt, die das in diesem Organismus fehlende TAF3 ersetzen können. 
Das Auftreten von H3K4me3 an den WRKY-Promotoren deutet auch auf einen 
transkriptionsfähigen Proteinkomplex an den WRKY-Promotoren hin, weil für die Katalyse 
der H3K4me3 ein transkriptionsfähiger Proteinkomplex benötigt. In mehreren Spezies wurde 
gezeigt, dass die für die H3K4me3 notwendigen Methyltransferase-Komplexe von einer 
Phosphorylierung des Serin-5-Restes (Ser5P) der RNAPII-CTD abhängig sind (Ng et al. 
2003, Ding et al. 2011). Für die Katalyse der H3K4me3 sind zusätzlich der sogenannte PAF1-
Komplex (Polymerase II-assoziierter Faktor 1) und eine Ubiquitinilierung des Histones H2B 
notwendig. (Cao et al. 2008, Gu et al. 2009, Jiang et al. 2011, Oh et al. 2004, Schmitz et al. 
2009). Dieser Mechanismus zur Katalyse der H3K4me3 scheint bei Hefe, Mensch und 
Arabidopsis konserviert zu sein (Weake and Workman 2008), da die Katalyse von H3K4me3 
in allen drei Arten durch Mutationen beeinflusst wird, die zum Verlust des PAF-Komplexes, 
der Ser5P der RNAPII oder der H2BK123-Ubiquitinylierung führen. All diese, für die 
H3K4me3 notwendigen Prozesse, finden beim Übergang der Transkriptionsinitiation zur 
Transkriptionselongation statt. Auch wenn die durch das Entstehen der H3K4me3 postulierte 
Ausbildung transkriptionsfähiger Proteinkomplexe mit der sich nicht erhöhenden 
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Transkriptmenge von WRKY29 in Widerspruch zu stehen scheint, resultiert das Ausbilden 
transkriptionsfähiger Proteinkomplexe nicht zwangsläufig in produktiver 
Transkriptionselongation. Für embryonale menschliche Stammzellen wurde gezeigt, dass an 
einer Vielzahl der inaktiven Gene zwar eine H3K4me3, eine H3K9ac und eine 
Transkriptionsinitiation, jedoch keine produktive Elongation vorzufinden sind (Guenther et 
al. 2007). Auch in anderen Spezies wurde gezeigt, dass die Transkription vieler Gene von 
Mechanismen gesteuert wird, die nach der Transkriptionsinitiation ablaufen (Lee et al. 2006, 
Margaritis and Holstege 2008, Min et al. 2011, Muse et al. 2007, Radonjic et al. 2005, 
Zeitlinger et al. 2007). Ein beeindruckendes Beispiel dafür wurde von Ding et al. (2012) für 
Arabidopsis beschrieben. An den durch eine Trockenperiode für erhöhte Expression 
„geprimten“ Genen RD29B und RAB18 war ein erhöhtes Vorkommen der Ser5P-RNAPII und 
eine erhöhte H3K4me3 festzustellen, ohne dass eine Erhöhung der Transkriptmenge damit 
einherging. Zusätzlich zur Regulation der Transkription könnte die H3K4me3 auch an einer 
Art „epigenetischem Gedächtnis“ bei der SAR und eventuell auch bei anderen Phänomenen 
der Stresstoleranz mitwirken (Abb. 4.1). Erhöht die H3K4me3 die Affinität von TFIID an den  
 
 
Abbildung 4.1: Modell zur epigenetischen Aufrechterhaltung von H3K4me3 
Gezeigt ist ein Modell, wie die H3K4me3 ihre eigene Katalyse begünstigen könnte. Nach einer Rekrutierung der 
RNAPII durch TFIID, würden PAF1-Komplex und ein Methyltransferasekomplex an die RNAPII binden. Dies 
würde eine Katalyse von H3K4me3 begünstigen. Da TFIID eine erhöhte Affinität gegenüber H3K4me3 hat, 
würde die H3K4me3 wiederum die Bindung von RNAPII, PAF1 und vom Methyltransferasekomplex 
begünstigen (Bres et al. 2008). 
 
Promotor, so wird TFIID wiederum die Ausbildung des PIC am Promotor begünstigen. Da 
die H3K4me3 das Binden des PIC an den Promotor fördert und ein transkriptionsfähiger 
Proteinkomplex wiederum die H3K4me3 begünstigt, kann die H3K4me3 als ein Teil eines 
Regelkreises angesehen werden, bei dem die H3K4me3 ihre eigene Synthese fördert. Die 
anhaltende H3K4me3 könnte damit zu einer länger anhaltenden Bindung von TFIID an den 
Promoter führen. Stabile, fortwährende Bindungen von TFIID an Promotoren, die sogar bei 
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einer Zellteilung an den Promotoren bestehen bleiben, wurden an aktiven menschlichen 
Genen detektiert (Christova and Oelgeschlager 2002). Die Bindung von TFIID steuert zum 
Zellgedächtnis bei, indem die Zelle anhand der Assoziation von TFIID mit dem Promotor 
ehemals aktive Gene erkennen soll. TFIID kann über das Protein TAFII250 auch an H3K9ac 
binden. Da TFII250 selbst eine Histon-Acetyltransferaseaktivität besitzt, könnte auch H3K9ac 
ein Teil eines autoregulatorischen Regelkreises sein, sodass H3K9ac und H3K4me3 
gemeinsam zu einer stabilen Bindung von TFIID beitragen könnten. Eine Erhöhung von 
H3K9ac beim „Priming“ und der SAR wurde in dieser Arbeit für den WRKY29-Promotor 
gezeigt (Abb. 3.4). Darüber hinaus wurde in einer anderen Studie die H3K9ac auch an den 
Promotoren von WRKY6 und WRKY53 bei der SAR beobachtet werden (Luna et al. 2012).  
Weiterführend zeigten diese Autoren, dass der „geprimte“ Zustand von WRKY6 und WRKY53 
sowie die H3K9ac an den WRKY6- und WRKY53-Promotoren in die nächste Generation 
vererbt werden können (Luna et al. 2012). Die  Erkenntnis, dass TFIID während einer 
Zellteilung am Promotor von Zielgenen verbleiben kann, dass H3K9ac und H3K4me3 die 
Bindung von TFIID an die Promotoren fördern und dass H3K9ac und „Priming“ vererbt 
werden können, weisen darauf hin, dass auch H3K4me3 zum Zellgedächtnis bei der SAR 
beiträgen könnte.  
Die H3K4-Methylierung wirkt sich jedoch nicht nur auf Prozesse während der 
Transkriptionsinitiation aus. Wie oben erwähnt, können an die H3K4me3 und die H3K4me2 
nicht nur bestimmte Proteine binden, die an der Transkriptionsinitiation beteiligt sind. 
Vielmehr können auch Proteine andocken, die an der Transkriptionselongation, -termination, 
der mRNA-Prozessierung und dem Chromatin-Remodeling beteiligt sind. Ein spezifisch an 
H3K4me3 bindendes Protein ist BPTF (Bromodomain und PHD Finger Transkription 
Faktor), das die Bindung des NURF-Komplexes (Nucleosome-Remodeling-Faktor) im 
Menschen und in Drosophila an H3K4me3 vermittelt (Wysocka et al. 2006). Andere am 
Chromatinremodeling beteiligten Proteine erkennen sowohl H3K4me3 als auch H3K4me2. 
Dies gilt sowohl für das menschliche ATP-hydrolysierende Chromatinremodelingenzym 
hSNF2H, für das Isw1p-Enzym aus Hefe und CHD1 (Santos-Rosa et al. 2003, Pray-Grant et 
al. 2005). Letzteres scheint ein multifunktionelles Adapterprotein zu sein, da es mit vielen 
Proteinen interagieren kann. Seine Funktion als Chromatinremodelingenzym übt es scheinbar 
während der Transkriptionstermination aus (Alen et al. 2002). Da CHD1 mit dem 
Elongationsfaktor DSIF und dem PAF-Komplex, sowie dem Chromatinremodelingkomplex 
FACT (facilitates chromatin transcription) interagiert, wird CHD1 auch eine Rolle bei der 
Elongation zugesprochen (Sims et al. 2004b). Weitere mit CHD1 interagierende Proteine sind 
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solche des Spleißosomenuntereinheit U2snRNP (small nuclear ribonuclein partikel). Die 
Abwesenheit von CHD1 und von H3K4me3 kann eine Störung des Gen-Spleißens zur Folge 
haben (Sims et al. 2007). Ebenso benötigt der Transkriptionsterminationsfaktor Rna15p die 
H3K4me3 zur Bindung an Chromatin (Santos-Rosa et al. 2003). Da all diese Prozesse von der 
H3K4me3 begünstigt werden, könnte „Priming“ die Transkriptmenge auch an diesen 
Schritten regulieren.  
Während H3K4me3 häufig mit Genaktivierung assoziiert ist (Bernstein et al. 2005, 
Heintzman et al. 2007, van Dijk et al. 2010), war H3K4me2 in meinen Analysen eine für das 
„Priming“ spezifische Modifikation in Arabidopsis. Dies weil die H3K4me2 nur in zuvor mit 
BTH behandelten Pflanzen erhöht ist (Abb. 3.4). Wie oben beschrieben kann auch die 
H3K4me2 die Chromatinremodelingkomplexe SNF und CHD1 zum Chromatin rekrutieren 
(Santos-Rosa et al. 2003, Sims et al. 2007, Pray-Grant et al. 2005). Für die H3K4me2 wurde 
gezeigt, dass sie auch als Bindestelle für eine Histon-Deacetylase dient. Diese Histon-
Deacetylase soll bei dem dynamischen Auf- und Aufbau der Histon-Acetylierung während 
der Transkription eine Rolle spielen. Dieser Schluss beruht auf dem Befund, dass das Fehlen 
der HDA zur erhöhten Histon-Acetylierung führt, das Enzym aber für eine hohe 
Transkriptionsrate nötig ist (Kim and Buratowski 2009). Da eine Assoziation dieser 
Histondeacetylase mit über 6000 transkribierten Genen in Hefe nachgewiesen wurde, scheint 
die Deacetylierung der Histone während der Transkription ein allgemeiner Mechanismus zu 
sein (Wang et al. 2002). Einschränkend muss angemerkt werden, dass Prozesse wie z.B. das 
Spleißen und das Wiederherstellen von transkriptionspermissivem Chromatin in der CDS 
ablaufen und die in dieser Arbeit durchgeführten Messungen der H3K4-Methylierungen 
ausschließlich auf dem Promotor durchgeführt wurden. Dennoch könnten die gemessenen 
H3K4-Methylierungen einen Einfluss auf die genannten Prozesse haben. Zu einem sind die 
durchgeführten Untersuchungen nur bedingt positionsspezifisch, da das Fragmentieren des 
Chromatins mit Ultraschall zum Entstehen von etwa 400 bp großen Chromatinstücken führt, 
sodass die Auflösung der Messungen begrenzt ist. Es könnte also sein, dass sich die dem 
Promotor zugeschriebene Änderung bei der H3K4-Methylierung tatsächlich am Beginn der 
CDS ereignet. Zum anderen gibt es viele Beispiele, die zeigen, dass die zum Promotor 
rekrutierten Proteine durch Assoziation mit dem Elongationkomplex zur CDS und sogar zu 
3’-Regionen von Genen gebracht werden (Sims et al. 2004a). Dennoch erscheint es 
notwendig, in zukünftigen Analysen zusätzlich zur Promotormodifikation auch 
Modifikationen in der CDS zu messen.   
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Die H3K4me2 könnte eine weitere Aufgabe beim „Priming“ haben. Sie könnte zur 
Potenzierung der H3K4me3 während einer stressaktivierten Induktion von „primbaren“ 
Genen führen. Beim Vergleich der Erhöhung der H3K4me3 nach einer BTH-Behandlung 
zwischen dem WRKY29-Gen auf der einen und den WRKY6- und WRKY53-Genen auf der 
anderen Seite erkennt man, dass bei WRKY29 eine nur geringe Erhöhung bei der H3K4me3 
stattfindet. Dagegen wurde bei WRKY6 und WRKY53 bereits nach BTH-Behandlung ein 
Ausmaß der H3K4me3 erreicht, das dem in BTH-behandelten Pflanzen nach einer 
stressaktivierten Induktion entspricht (Abb. 3.4). Weil sich auch bei WRKY29 die höchste 
H3K4me3 in BTH-behandelten Pflanzen nach einer stressaktivierte Induktion zeigt, scheint 
es, dass „Priming“ zur Verstärkung der H3K4me3 während einer erhöhten Transkription 
führt. Für diese Verstärkung der H3K4me3 scheint eine stressaktivierte Induktion der Gene 
nicht notwendig zu sein, da die nach einer BTH-Behandlung transkriptionell nur wenig 
induzierten WRKY6- und WRKY53-Gene bereits bei der geringen Transkription eine ähnlich 
hohe H3K4me3 zeigen wie die BTH-behandelten Pflanzen nach einer stressaktivierten 
Induktion (Abb. 3.4). Für die Potenzierung der H3K4me3 scheint also eine moderate 
Transkriptionserhöhung ausreichend zu sein. Diese Verstärkung der H3K4me3 bei einer 
erhöhten Transkriptionsrate weist demnach auf einen Mechanismus hin, der nur in BTH-
behandelten Pflanzen wirkt. In der Literatur gibt es Hinweise auf einen Mechanismus, der 
H3K4me2 als Ereignis zur Erhöhung der Transkription und der H3K4me3 beschreibt 
(Wysocka et al. 2005). Ein solcher Mechanismus wäre für die drei untersuchten WRKY-Gene 
zutreffend, da an ihnen eine Erhöhung der H3K4me2 nur in „geprimten“ Pflanzen stattfindet. 
Einen möglichen Mechanismus, wie die H3K4me2 zur Erhöhung der H3K4me3 und der 
Transkription beiträgt, zeigt eine Studie über das WDR5-Protein (WD40-repeat protein) 
(Wysocka et al. 2005). Das WDR5-Protein ist ein Teil eines COMPASS-Methyltransferase-
Komplexes. Es bindet präferentiell an H3K4me2. Zellen, deren WDR5-Expression durch 
Transfektion von WDR5-siRNAs unterdrückt wurde, zeigten eine genomweite Erniedrigung 
der H3K4me3 und eine erniedrigte Expression von bestimmten Genen. Die Erniedrigung der 
H3K4me3 war in dieser Studie wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass WDR5 für das 
Zusammenlagern des Methyltransferase-Komplexes notwendig ist, der H3K4me2 in 
H3K4me3 umschreibt (Wysocka et al. 2005). Weitere Untersuchungen, in denen mutiertes 
WDR5-Protein verwendet wurde, das die Integrität des Methyltransferasekomplexes nicht 
beeinflusst, die Bindung des Komplexes an H3K4me2 aber stört, deuten darauf hin, dass die 
H3K4me3 fördernde Wirkung des WDR5-Proteins durch die Kopplung des 
Methytransferasekomplexes an das H3K4 Substrat erzeugt wird (Dou et al. 2006). Überträgt 
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man diese Befunde auf die Arabidopsis-WRKY-Gene während des „Priming“, so könnte die 
nach einer „Priming“ auslösenden Behandlung auftretende H3K4me2 die Bindung eines 
WDR5-orthologen Proteins an die Promotoren der WRKY-Gene fördern und sich positiv auf 
die Katalyse der H3K4me3 auswirken (Abb. 4.2). Da in den Zellen, in denen die WDR5-
Expression durch siRNA unterdrückt worden ist, kein Rückgang der H3K4me2 zu beobachtet 
war, geht man davon aus, dass die H3K4me2 von einer anderen Methyltransferase katalysiert 
wird (Wysocka et al. 2005). Ein solches Zusammenspiel von zwei Methyltransferasen wurde 
in Arabidopsis bereits beobachtet. Dabei zeigte sich, dass die die K4me2 katalysierende 
Methyltransferase ATX2 (arabidopsis trithorax) zusammen mit der die K4me3 
katalysierenden ATX1 für eine hohe Expression bestimmter Gene notwendig sind (Pien et al. 
2008, Saleh et al. 2008). Es wurde auch ein Zusammenspiel von ATXR7 (arabidopsis 
trithorax related 7) mit ATX1 am FLC-Gen gefunden, das bei der Blütenbildung eine Rolle 
spielt (Tamada et al. 2009). Die Autoren zeigten, dass die beiden Methyltransferasen eine 
additive Wirkung auf die H3K4me3 haben, die ATX1 aber hauptsächlich zur H3K4me2 
beiträgt. Für die Methyltransferasen ATX1, ATX3 und ATX4 wurde gezeigt, dass sie an das 
Arabidopsis-Protein WDR5a binden (Jiang et al. 2011). Eine andere Arbeitsgruppe berichtete 
jedoch,    dass   nur   ATX1   die   Fähigkeit   zur   Bindung  an WDR5a hat (Zoya Avramova, 
 
Abbildung 4.2: Modell zur Potenzierung von H3K4me3 
Dargestellt ist, wie die H3K4me2 die Katalyse von H3K4me3 begünstigen könnte. Nach einer Rekrutierung der 
RNAPII durch TFIID binden der PAF1-Komplex und ein COMPASS-Methyltransferasekomplex an die 
RNAPII. Eine H3K4me2 fördert die Bildung des WDR5-Proteins vom Methytransferasekomplex an Histon H3 
und begünstigt so die H3K4me3 (Bres et al. 2008).  
 
persönliche Mitteilung). Wenn die H3K4me2 die Entstehung der H3K4me3 begünstigen 
sollte, dann stellt sich die Frage, wieso eine Potenzierung der H3K4me3 an den WRKY-
Promotoren sich nur während einer erhöhten Transkriptionsrate ereignet. Die nur während der 
erhöhten Transkription potenzierte H3K4me3 könnte von der an Serin-5 phosphorylierten 
Form der RNAPII abhängig sein. Wie oben erwähnt, interagieren COMPASS-
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Methyltransferasekomplexe während der Transkriptionsinitiation mit einer phosphorylierten 
RNAPII (Ding et al. 2011, Ng et al. 2003). Die Potenzierung der H3K4me3 in BTH-
behandelten Pflanzen bei einer erhöhten Transkription der WRKY-Gene könnte die Folge aus 
den beiden beschriebenen Mechanismen sein. So könnte eine Methyltransferaseaktivität 
während der Transkriptionsinitiation durch eine phosphorylierte RNAPII rekrutiert und ihre 
Aktivität durch die vorhandene H3K4me2 verstärkt werden. Dabei muss beachtet werden, 
dass die gemessene Potenzierung der H3K4me3 entweder eine lokale Erhöhung der 
H3K4me3 auf dem Promotor widerspiegelt, oder aber bedingt durch ihre begrenzte Auflösung 
ein Ausbreiten der H3K4me3 vom Promotor in die CDS wiedergibt. Genom-weite 
Untersuchungen mit Arabidopsis zeigten, dass die H3K4me3 an der Position +300 in der CDS 
die stärksten Signale lieferte (Ding et al. 2011, van Dijk et al. 2010). Auch wenn dieses 
Ergebnis mit Vorsicht zu betrachten ist, da Nukleosomen in der CDS mit Formaldehyd 
effizienter mit der DNA vernetzt werden als am Promotor und die Vernetzungseffizienz einen 
starken Einfluss auf die präzipitierte Menge an Chromatin hat (Björn Dresen, Dissertation, 
RWTH-Aachen), zeigen diese Genom-weiten Untersuchungen ein deutliches Aufkommen der 
H3K4me3 am Beginn der CDS. Untersuchungen am WRKY70-Gen, dessen H3K4me3 von 
der ATX1 reguliert wird, zeigten, dass die Ausbreitung der ATX1 und der H3K4me3 vom 
Promotor zur +300 Position in der CDS während der Elongation von der Phosphorylierung 
der RNAPII abhängig sind (Ding et al. 2011). Ein solcher Mechanismus könnte auch an den 
in dieser Arbeit untersuchten WRKY-Genen wirken. Er könnte erklären, wieso es nur während 
einer erhöhten Transkription zur Potenzierung der H3K4me3 kommt. 
Ein zusätzlicher Mechanismus, der Einfluss auf die Potenzierung der H3K4me3 haben 
könnte, ist die H2B-Ubiquitinylierung (H2Bub). Für die H2Bub wurde gezeigt, dass sie in 
Hefe, Mensch und Arabidopsis für die Induktion von bestimmten Genen benötigt wird, und 
dass das Fehlen der H2Bub die Entstehung der H3K4me3 beeinflussen kann (Hwang et al. 
2003, Zhu et al. 2005). In Hefe und in menschlichen Zellen wirkt sich ein Verlust der H2Bub 
genomweit auf die H3K4me3 aus (Hwang et al. 2003, Zhu et al. 2005). In Arabidopsis 
scheint sich der  H2Bub-Verlust nur bei bestimmten Genen auf die H3K4me3 auszuwirken 
(Cao et al. 2008). In Hefe hat man gezeigt, dass die H2Bub für das Binden des Cps35-
Proteins an den COMPASS-Methyltransferasekomplex notwendig ist und dass Cps35 die 
Methyltransferaseaktivität von COMPASS fördert (Lee et al. 2007). Des Weiteren hat man in 
Hefe gezeigt, dass die H2Bub das Binden der für die Elongation wichtigen RNAPII-Ser2-
Kinase hemmt (Wyce et al. 2007). Wenn die gemessene Potenzierung der H3K4me3 ein 
Ausbreiten der H3K4me3 vom Promotor in die CDS  ist, so könnte diese sowohl von der 
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Synthese und dem Abbau der H2Bub abhängig sein. Aufgrund der noch offenen Fragen 
sollten weitere Untersuchungen des „Priming“ zusätzlich zur H3K4me auch die H2Bub 
umfassen. Auch wenn über den Mechanismus der H3K4me3-Potenzierung derzeit nur 
spekuliert werden kann und zur Aufschlüsselung zusätzliche Mutanten analysiert werden 
müssen, so scheint es, dass die Pflanze während des „Primings“ eine hohe 
Methyltransferaseaktivität zur Etablierung eines hohen Levels an H3K4me3 während einer 
stressaktivierten Induktion an den WRKY-Genen gewährleisten will. Da sich die H3K4me3 
und die H3K4me2 sowohl nach einer BTH-Behandlung, als auch nach einer distalen Infektion 
mit Psm ES4326 (Abb. 3.7) erhöhen, kann man vermuten, dass sowohl chemisch wie auch 
biologisch induziertes „Priming“ an den WRKY-Promotoren den gleichen Mechanismus 
auslösen. Dass eine Erhöhung der H3K4me2 und der H3K4me3 zum „Priming“ beiträgt, wird 
auch von den Ergebnissen aus der Untersuchung an der „Priming“-defizienten npr1-Mutante 
(Abb. 3.2, Kohler et al. 2002) bestätigt. 
 
4.4 Veränderung von Histon-Modifikationen an WRKY-Genen in „Priming“-
Mutanten 
 
Die npr1-Mutante wurde als eine SAR-defiziente Mutante entdeckt (Cao et al. 1994) und 
zeigt nach einer BTH-Behandlung keine Veränderungen bei den Histon-Modifikationen, wie 
man sie nach einer BTH-Behandlung in Wildtyp-Pflanzen messen kann (Abb. 3.5). BTH kann 
in der npr1-Mutante auch nicht die für WRKY29 spezifische Erhöhung der Histonacetylierung 
oder die bei allen drei untersuchten WRKY-Genen beobachtete Erhöhung der H3K4me3 und 
der H3K4me2 induzieren. Das Fehlen der Histon-Modifikationen in der npr1-Mutante deutet 
darauf hin, dass die npr1-Mutante nicht in der Lage ist, das durch BTH ausgelöste Signal auf 
Chromatinebene zu integrieren, und dass die Veränderungen der Histon-Modifikationen für 
„Priming“ notwendig sind. Erstaunlicherweise werden WRKY6 und WRKY53 in der npr1-
Mutante im gleichen Maße von BTH transkriptionell aktiviert wie in Wildtyppflanzen. Die in 
der npr1-Mutante unbeeinflusste transkriptionelle Induktion von WRKY6 und WRKY53 und 
das Fehlen der Erhöhung von H3K4me3 und H3K4me2 zeigt, dass das „Priming“ auslösende 
Signal unabhängig vom transkriptionserhöhenden Signal auf den WRKY6- und WRKY53-
Promotor geschrieben wird. Man kann also schlussfolgern, dass die Weiterleitung des für das 
„Priming“ nötigen Signals in der npr1-Mutante beeinflusst ist, nicht aber die transkriptionelle 
Induktion. Das NPR1-Protein ist als ein wichtiger Regulator der SAR bekannt. 
Transkriptionelle Untersuchungen zeigen, dass 99% aller von BTH ausgelösten 
transkriptionellen Veränderungen vom NPR1-Protein abhängig sind (Wang et al. 2006). Die 
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in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse erweitern die bekannte Rolle von NPR1. Dies weil 
sie zeigen, dass nicht nur das transkriptionelle Verhalten der Gene, sondern auch der 
epigenetische Zustand in Form von Histon-Modifikationen an „geprimten“ Genen in der 
npr1-Mutante beeinflusst ist. Des Weiteren liefern die Messungen an der npr1-Mutante 
weitere Hinweise darauf, dass das „Priming“ die H3K4me2 zur Vorbereitung hoher 
H3K4me3-Gehalte einbeziehen könnte. Wie erwähnt zeigen WRKY6 und WRKY53 nach einer 
BTH-Behandlung in der npr1-Mutante eine ähnlich hohe Expressionsrate wie in 
Wildtyppflanzen (Abb. 3.2). In letzteren ist die H3K4me3 jedoch höher als in der npr1-
Mutante, in der nur eine leichte Erhöhung der H3K4me3 gemessen wurde. Überträgt man 
diese Beobachtung in das oben vorgestellte Modell zur Potenzierung der H3K4me3 während 
der Transkription, so ist die höhere H3K4me3 im Wildtypen möglicherweise auf die während 
der Transkription rekrutierte Methyltransferaseaktivität zurückzuführen, die durch das 
Vorhandensein der H3K4me2 verstärkt wird. Der geringe Anstieg der H3K4me3 in der npr1-
Mutante nach einer BTH-Behandlung (Abb. 3.5) könnte darauf zurückzuführen sein, dass es 
in npr1 zur Transkription kommt, jedoch nicht zu der mit „Priming“ assoziierten Erhöhung 
der H3K4me2.  
Wie oben dargestellt, ist die edr1-Mutante konstitutiv „geprimt“. Allerdings sind in edr1-
Mutante keine konstitutive Veränderungen bei den Histon-Modifikationen nachzuweisen 
(Abb. 3.6). Daraus kann geschlossen werden, dass „Priming“ auch durch andere 
Mechanismen bewirkt werden kann. Das EDR1 Gen kodiert für eine Mitogen-aktivierte-
Protein-Kinase-Kinase-Kinase, die vermutlich auf bestimmte Stressantworten der Pflanze 
negativ wirkt (Frye and Innes 1998, Frye et al. 2001). Wie oben bereits diskutiert, scheint das 
in der edr1-Mutante konstitutive vorherrschende Signal einer anderen Qualität als das BTH-
induzierte zu sein, da es die BTH-induzierte Repression der PAL-Gene nicht verstärkt, 
sondern zusammen mit dem BTH-induzierten Signal die Expression der PAL-Gene weiter 
erhöht. Es ist jedoch auch bekannt, dass das in der edr1-Mutante vorherrschende Signal den 
SA-Signalweg braucht, um positiv auf die Abwehrreaktionen der Pflanze wirken zu können 
(Frye et al. 2001). Es kann sein, dass das in der edr1-Mutante vorherrschende Signal nur 
während einer stressaktivierte Induktion transkriptionsfördernd auf die Gene wirkt, nicht aber 
vorher. Eine transkriptionsfördernde Wirkung des edr1-Signals wird auch von der 
Beobachtung unterstützt, dass WRKY6 und WRKY53 nach einer BTH-Behandlung der edr1-
Mutanten eine höhere Transkription zeigen als der Wildtyp nach der gleichen Behandlung 
(Abb. 3.2). Des Weiteren ist das in der edr1-Mutante vorherrschende Signal nicht 
ausreichend,  um bei WRKY6 und WRKY53 eine mit BTH vergleichbaren Verstärkung der 
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stressaktivierten Geninduktion zu ermöglichen, sodass von den WRKY-Genen nur WRKY29 
nahezu ausgeschöpftes „Priming“ in der edr1-Mutante zeigt. Somit scheint es, dass die 
Erhöhung von H3K4me3/me2 an WRKY29 für volles „Priming“ nicht unbedingt notwendig 
ist. Dies widerspricht zunächst den oben diskutierten Daten. Allerdings könnten in der edr1-
Mutnate ein oder mehrere weitere Signalwege genutzt werden, bei denen „Priming“ in 
Abwesenheit von Veränderungen bei den Histonmodifikationen entsteht. Beispielsweise 
könnte der in der edr1-Mutnate vorherrschende, transkriptionsfördernde Reiz auf eine erhöhte 
Expression von HSFB1 oder der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase-Gene MPK3/6  
zurückzuführen sein (Abb. 3.15, (Beckers et al. 2009)). Sowohl für HSFB1, als auch für 
MPK3/6 wurde eine Beteiligung am „Priming“ in Arabidopsis nachgewiesen (Pick et al. 
2012, Beckers et al. 2009). Folglich wirken in der edr1-Mutante zwei der bislang bekannten 
drei beim „Priming“ involvierten Mechanismen, und diese beiden sind es, die für das nahezu 
volle „Priming“ von WRKY29 ausreichen könnten.  
Eine andere Einschätzung ergibt sich aus den Messungen der konstitutiv „geprimten“ cpr1- 
und sni1-Mutante (Abb. 3.12). Beide Mutanten zeigen bereits in ihrem konstitutiv 
„geprimten“ Zustand eine erhöhte H3K4me3 (Abb. 3.12). Ob die Erhöhung der H3K4me3 ein 
Resultat des konstitutiven „Primings“ ist, oder ob sie aus der erhöhten Transkriptionsrate der 
WRKY6/29/53-Gene hervorgeht, kann aus den Messungen nicht geschlossen werden. Eine 
zusätzliche Messung der H3K4me2, die für „geprimte“ Pflanzen spezifisch ist, könnte 
Aufschluss geben, ob es sich bei den H3K4-Methylierungen um mit „Priming“ assoziierte 
Histon-Modifikationen handelt. Zum Zeitpunkt der Messung war jedoch kein geeigneter 
H3K4me2-Antikörper verfügbar, sodass dies nicht ermittelt werden konnte. 
Zusammenfassend kann man für die WRKY-Gene schlussfolgern, dass „Priming“ mit einer 
Erhöhung von transkriptionsassoziierten  Histon-Modifikationen verbunden ist. Dabei zeigte 
sich, dass eine BTH-Behandlung vermutlich den gleichen Mechanismus auslöst, wie es bei 
einer Infektion mit Psm ES4326 an distalen Blätttern der Fall ist. Für die Integration des 
„Priming“-auslösenden Signals auf der Chromatinebene wird das NPR1-Protein benötigt. Die 
Integration des Signals ereignet sich jedoch nicht bei allen untersuchten WRKY-Genen 
gleichermaßen. Z.B. führt das „Priming“-auslösende Signal nur beim WRKY29-Gen zur 
Erhöhung der Histonacetylierung, wogegen die Erhöhung der H3K4me3 und H3K4me2 allen 
drei untersuchten WRKY-Genen gemeinsam ist. Die Veränderungen der H3K4me3 und 
H3K4me2 deuten darauf hin, dass die Potenzierung der H3K4me3 während der Transkription 
eine Eigenschaft des „Primings“ darstellt. Die Funktion dieser Potenzierung liegt 
wahrscheinlich darin, dass die Pflanze während einer stressaktivierten Induktion hohe Raten 
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an H3K4me3 gewährleisten möchte, um eine Vielzahl an transkriptionsfördernden Proteinen 
ans Chromatin binden zu können. Dadurch würde „Priming“ das Chromatin der 
WRKY6/29/53-Gene auf eine bevorstehende stressaktivierte Induktion der Gene vorbereiten. 
Eine solche Vorbereitung scheint aber für eine Verstärkung einer stressaktivierte 
Geninduktion nicht dringend notwendig zu sein. Dies weil es auch in der edr1-Mutante, die 
keine erhöhten Histon-Modifikationen zeigt, zur verstärkten Geninduktion kommt. Zur 
Aufschlüsselung der beteiligten Mechanismen sind weitere Untersuchungen nötig. Zunächst 
sollte geklärt werden, ob die Potenzierung der H3K4me3 eine lokale Erhöhung darstellt, oder 
ob es sich dabei um ein Ausbreiten der H3K4me3 in die CDS handelt. Dazu müsste das 
Chromatin vor der Präzipitation mit einem sequenzspezifischen Enzym zwischen Promotor 
und der CDS geschnitten werden. Dies würde die positionsspezifische Auflösung der 
Methode steigern. Um zu untersuchen, ob die H3K4me2 und die H3K4me3 von einer oder 
von mehreren Histonmethyltransferasen (HMT) abhängig sind, müsste durch Untersuchungen 
von Mutanten die für das „Priming“ spezifische HMT identifiziert werden. Dabei kommen 
die HMTs ATX1 bis ATX5, sowie ATXR1 bis ATXR7 in Frage, da sie auf Grund ihrer 
Struktur H3K4-HMTs zugeordnet werden (Ng et al. 2007). Eine Identifizierung der 
H3K4me2-spezifischen HMT würde auch Aufschluss darüber geben, ob die Potenzierung der 
H3K4me3 von einer vorherigen H3K4me2 abhängig ist. Wenn dies der Fall wäre, könnte man 
untersuchen ob die von H3K4me2 vermittelte Potenzierung der H3K4me3 von WRD5 
abhängig ist. Das Arabidopsis-Genom kodiert für zwei WRD5-Proteine, die WDR5a und 
WDR5b genannt werden (Jiang et al. 2011). Des Weiteren müsste untersucht werden, ob die 
H3K4me2 und die H3K4me3 nach einer BTH-Behandlung und die Potenzierung der 
H3K4me3 vom PAF-Komplex oder der RNAPII-Phosphorylierung abhängig sind. Dazu 
können Pflanzen verwendet werden, die in den Genen für Proteine des PAF-Komplexes 
mutiert sind. Gene des PAF-Komplexes, die nachweislich die Induktion der H3K4me3 in 
Arabidopsis beeinflussen sind ELF7, ELF8, VIP4 (Dennis and Peacock 2007, He et al. 2004, 
Jiang et al. 2009). Zur Untersuchung, ob die mit „Priming“ assoziierte H3K4me2 und die 
H3K4me3 an WRKY29 nach einer BTH-Behandlung von der RNAPII-Phosphorylierung 
abhängig sind, könnte man einen CDK7-Kinaseinhibitor verwenden. CDK7 ist die Kinase des 
TFIIH, der die RNAPII an Ser5 phosphoryliert (Lu et al. 1992). Ein sehr wirksamer und 
spezifischer CDK7-Inhibitor ist BS-181 (Ali et al. 2009). Ein weiteres Experiment wäre, eine 
in RNAPII-Ser5P konstitutive Mutante zu untersuchen. Eine solche Mutante ist cpl1. Das 
CPL1-Gen kodiert für eine Ser5-spezifische CTD-Phosphatase (Koiwa et al. 2004, Xiong et 
al. 2002). Untersuchungen dieser Mutante könnten Informationen darüber geben, ob die 
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RNAPII-CTD-Ser5P ausreicht, um eine H3K4me3 oder eine Potenzierung der H3K4me3 an 
den WRKY-Promotoren zu bewirken. Stellt die Potenzierung der H3K4me3 eine Ausbreitung 
der H3K4me3 vom Promotor in die CDS dar, so könnte man wiederum erforschen, ob diese 
Ausbreitung von der RNAPII abhängig ist (Ding et al. 2011). Mit einem Inhibitor der CDK9, 
die eine Ser2-spezifische RNAPII-CTD-Kinase des P-TEF-Komplexes ist und die 
Transkriptionselongation fördert, könnte man die RNAPII-Elongation inhibieren. Spezifische 
CDK9-Inhibitoren sind Flavopiridol und Seliciclib (Ding et al. 2011). Ob man auch CDK-
Inhibitoren benutzen kann, um herauszufinden, ob die Potenzierung der H3K4me3 während 
einer stressaktivierten Induktion der WRKY6/29/53-Gene von der Phosphorylierung der 
RNAPII abhängig ist, müsste man zunächst den Einfluss von MPK3 und MPK6 auf die 
RNAPII-CTD-Phosphorylierung untersuchen. In tierischen Systemen hat man nämlich 
gezeigt, dass stressaktivierte MAP-Kinasen auch die CTD der RNAPII phosphorylieren 
können (Bonnet et al. 1999, Palancade et al. 2001). Es könnte also sein, dass die MPK3 oder 
die MPK6 während einer stressaktivierten Induktion der WRKY-Gene die RNAPII-CTD 
phosphorylieren. In diesem Fall wäre eine Verwendung von CDK-Inhibitoren nicht 
ausreichend, um eine RNAPII-CTD-Phosphorylierung zu unterbinden, und man müsste 
mpk3- und mpk6-Mutanten in die Untersuchung einbeziehen. Um den Einfluss der H2Bub auf 
die H3K4me3 zu untersuchen, könnten Mutanten, die in der Induktion der H2Bub beeinflusst 
sind, verwendet werden. Für die Induktion der H2Bub sind u.a. die sogenannten E2-
Ubiquitin-konjugierenden-Enzyme und die E3-Ubiquitin-Ligasen notwendig. Arabidopsis 
besitzt drei zu E2 homologe Proteine UBC1, UBC2 und UBC3, wobei UBC1 und UBC2 
scheinbar redundant sind, so dass die Doppelmutante zur Untersuchung benutzt werden 
müsste (Cao et al. 2008). E3 homologe Enzyme von Arabidopsis sind HUB1 und HUB2 (Cao 
et al. 2008). Sowohl in der hub1-Mutante, als auch in der ubc1/ubc2-Mutante konnte an 
bestimmten Genen ein Rückgang der H3K4me3 beobachtet werden (Cao et al. 2008). Wie 
bereits beschrieben führt eine BTH-Behandlung nicht nur an den WRKY6/29/53-Genen zur 
Veränderungen von Histon-Modifikationen, sondern auch an bestimmten Genen des 
Phenylpropan-Stoffwechsels. 
 
4.5 „Priming“-assoziierte Histon-Modifikationen an Genen des Phenylpropan-
Stoffwechsels 
 
Die Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels gehören zu konstitutiv exprimierten Genen in 
Arabidopsis, deren Expression zusätzlich tagesrhythmisch reguliert wird und zwei Stunden 
nach Einsetzen der Lichtperiode ihr Maximum an Transkriptakkumulation haben (Abb. 3.1). 
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Allen untersuchten Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels ist eine Erhöhung bei der 
H3K4me2 und H3K4me1 nach einer BTH-Behandlung gemeinsam (Abb. 3.8). Die BTH-
Behandlung führt am PAL1- und PAL2-Gen auch zu einer Abnahme bei der H3K4me3. Eine 
H3K4me3-Abnahme wurde nach einer BTH-Behandlung an den 4CL- und C4H-Genen des 
Phenylpropan-Wegs allerdings nicht beobachtet. Daher zeigen die Gene des Phenylpropan-
Stoffwechsels zwar mit dem „Priming“ assoziierte Veränderungen von Histon-
Modifikationen, diesen Veränderungen kann man jedoch nicht einfach eine Funktion 
zuordnen. Zusätzlich wird die Interpretation dadurch erschwert, dass PAL1 und PAL2 in ihrer 
tagesrhythmischen Regulation von BTH insofern beeinflusst werden, dass der Wirkstoff ihre 
Expression unterdrückt. Daher ist unklar, ob die Histon-Modifikationen eine Folge des 
„Priming“ oder kausal mit der veränderten Transkription zusammenhängt. Nimmt man an, 
dass die Veränderungen bei der H3K4me2 und H3K4me1 -weil sie auch bei den 
transkriptionell unbeeinflussten Genen 4CL und C4H auftreten- eine Folge des „Primings“ 
sind, so hängt die Abnahme der H3K4me3 nach einer BTH-Behandlung an den PAL-Genen 
wahrscheinlich kausal mit dem Rückgang der Expression zusammen. Mechanistisch könnte 
diese Abnahme verschiedene Ursachen haben. Wie weiter oben in der Diskussion bereits 
erläutert wurde gezeigt, dass zur Induktion der H3K4me3 ein mehrstufiger Prozess notwendig 
ist. Zunächst ist ein transkriptionsfähiger Proteinkomplex mit einer phosphorylierten RNAPII 
und einem PAF-Komplex notwendig, in dem ein Histonmethyltransferasekomplex an die 
Ser5P der RNAPII und an die H2Bub bindet (Cao et al. 2008, Gu et al. 2009, Jiang et al. 
2011, Oh et al. 2004, Schmitz et al. 2009, Jiang et al. 2009, Ng et al. 2003). Eine Störung 
eines dieser Schritte im mehrstufigen Prozess könnte zu der an den PAL-Promotoren 
beobachteten Abnahme der H3K4me3 führen. Des Weiteren ist allen untersuchten Genen des 
Phenylpropan-Stoffwechsels eine durch BTH ausgelöste Erhöhung der H3K4me2 und der 
H3K4me1 gemeinsam. Die Funktion der H3K4me1 während der Transkription ist noch 
weitgehend ungeklärt. Man weiß jedoch, dass H3K4me3, H3K4me2 und die H3K4me1 an 
unterschiedlichen Stellen in einem Gen auftreten (Li et al. 2007, Millar and Grunstein 2006, 
Zhang et al. 2009). Z.B. findet man die H3K4me3 und die H3K4me2 insbesondere im 5’-
Bereich eines Gens, wobei H3K4me3 näher zum Promotor auftritt. Die H3K4me1 dagegen 
tritt in 3’ Teilen von Genen auf. Da die H3K4me2 und die H3K4me1 hauptsächlich in der 
CDS von Genen auftreten, wird diesen Modifikationen eine Rolle bei der 
Transkriptionselongation zugesprochen. Die H3K4me2 könnte -wie im Kapitel zu den 
WRKY-Genen oben diskutiert- auch an den Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels zur 
Rekrutierung von Chromatin-Rremodelierungs-Komplexen einer an der Transkriptions-
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elongation beteiligten Histon-Deacetylase oder eines CHD-Proteins dienen. Somit könnte 
auch bei den Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels die H3K4me2 zur Rekrutierung von 
Proteinen führen, die die Genexpression fördern. Da für Chromatin-Remodellierungs-
Komplexe wie z.B. hSNF und für CHD-Proteine gezeigt wurde, dass sie sowohl die 
H3K4me3, als auch die H3K4me2 binden, könnte die H3K4me2 den Rückgang der 
H3K4me3 an den PAL-Genen kompensieren. Für die H3K4me1 wurde noch keine direkte 
transkriptionsfördernde Wirkung gezeigt. Da sich an WRKY29, WRKY53 und an PR1 nach 
deren Aktivierung eine Abnahme der H3K4me1 am Promotor zeigte, am CHS-Gen, dessen 
Expression durch BTH unterdrückt wird, aber eine Zunahme der H3K4me1 zu messen war 
(Jaskiewicz et al. 2011), scheint die K4me1 an Promotoren der Transkription von Genen 
gegenläufig zu sein. Es ist also sehr ungewöhnlich, dass sich die der Transkription scheinbar 
gegenläufige H3K4me1 nach einer transkriptionsfördernden BTH-Behandlung an den 
Promotoren der Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels erhöht. Es ist möglich, dass die 
Erhöhung der H3K4me1 an den Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels die Folge einer 
Veränderung der zu COMPASS homologen Methyltransferaseaktivität ist, die zur Induktion 
der H3K4me1 führt; oder aber die Erhöhung der H3K4me1 wird von einer anderen 
Methyltransferase bewirkt. In Hefe hat man gezeigt, dass eine Störung der COMPASS-
Methyltransferaseaktivität bezüglich H3K4me3 in einer H3K4me1 Methyltransferaseaktivität 
resultiert (Daniel et al. 2004). Es gibt aber auch weitere Mechanismen, die zur Erhöhung der 
H3K4me1 führen könnten. In menschlichen Zellen hat man gezeigt, dass die H3K4me1 
verstärkt an so genannten „Enhancern“ vorkommt (Heintzman et al. 2007). Eine Assoziation 
des Enhancers mit dem Gen könnte die sich am Enhancer befindende H3K4me1-
Methyltransferaseaktivität zum Gen bringen und eine Erhöhung der H3K4me1 bewirken. 
Eine solche Übertragung von Histon-modifizierender Aktivität vom Enhancer zum Gen 
wurde für die Acetylierung des Histons H3 und des Histons H4 bereits gezeigt (Hatzis and 
Talianidis 2002). Somit könnte die Erhöhung der H3K4me1 an den Genen des Phenylpropan-
Stoffwechsels auf eine Assoziation der Promotoren mit einem Enhancer hinweisen. Die 
Erhöhung der H3K4me1 könnte aber auch von einer Methyltransferase bewirkt worden sein, 
die zur menschlichen Set7/9-Methyltransferase ortholog ist. Set7/9 ist eine für H3K4me1 
spezifische Histonmethyltransferase, die nicht nur Histone methyliert, sondern auch einige 
Transkriptionsfaktoren als Substrat akzeptiert. Für die Methylierung der 
Transkriptionsfaktoren durch die Set7/9 wurde gezeigt, dass sie die Transkription bestimmter 
Gene erhöht, indem sie die Stabilität und/oder die Bindung der Trankriptionsfaktoren an den 
Promotor fördert (Pradhan et al. 2009). Die Erhöhung der H3K4me1 an Genen des 
Diskussion 
 
 95
Phenylpropan-Stoffwechsels könnte also auch auf einen Mechanismus hindeuten, bei dem 
eine zu Set7/9 homologe Methyltransferase die Stabilisierung von bestimmten 
Transkriptionsfaktoren und/oder die Bindung bestimmter Transkriptionsfaktoren an die 
Promotoren von Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels fördert. Auch wenn die 
Veränderungen der Histomodifikationen an Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels nur 
Hinweise auf mögliche Mechanismen liefern, scheinen diese Prozesse vom NPR1-Protein 
abhängig zu sein. In der npr1-Mutante konnten weder BTH-induzierte Veränderungen der 
H3K4-Methylierung noch das „Priming“ beobachtet werden (Abb. 3.9, Abb. 3.2). Dies deutet 
darauf hin, dass die am Chromatin stattfindenden Prozesse für das „Priming“ notwendig sind. 
In Arabidopsis-Blättern konnte nach einer Infektion mit Psm ES4326 an einem entfernten 
Blatt eine Veränderung der H3K4-Methylierung an den untersuchten Genen des 
Phenylpropan-Stoffwechsels nicht klar nachgewiesen werden (Abb. 3.10). Lediglich eine 
Zunahme der H3K4me1 in der PAL2-CDS konnte klar gezeigt werden. Die Beteiligung einer 
Veränderung der H3K4-Methylierungen am biologisch induzierten „Priming“ von Genen des 
Phenylpropan-Stoffwechsels konnte somit nicht eindeutig nachgewiesen werden.  
Insgesamt zeigt sich von den mit dem „Priming“ assoziierten Histon-Modifikationen lediglich 
die H3K4me2 als eine Modifikation, die sowohl an den untersuchten Genen des 
Phenylpropan-Stoffwechsels, als auch an den analysierten WRKY-Genen beim „Priming“ 
erhöht wird. Die H3K4me1 und die H3K4me3 verhalten sich bei den daraufhin untersuchten 
Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels anders als bei den analysierten WRKY-Genen. Die 
Unterschiede in den Histon-Modifikationsmustern sind wahrscheinlich durch das 
unterschiedliche Expressionsverhalten dieser Gene bedingt. Während die WRKY-Gene sehr 
schwach exprimiert werden, sind die Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels vergleichsweise 
stark exprimiert und werden zusätzlich diurnal reguliert. Auch die konstitutive Expression der 
Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels ist von Licht abhängig. Meine Experimente zeigten, 
dass eine 44 Stunden lange Dunkelphase zur Reduktion der Expression führt (Daten nicht 
gezeigt). Es könnte sein, dass auf  das Chromatin der Gene des Phenylpropan-Stoffwechsels 
mehrere Stimuli als Histon-Modifikationen integriert werden, und dass die H3K4me3 bereits 
von Licht und/oder der diurnalen Regulation geschrieben wird. Es könnte also sein, dass die 
an den WRKY6/29/53-Genen, dem PR1-Gen und dem CHS-Gen beobachtete Zunahme bei der 
H3K4me3 und der Abnahme bei der H3K4me1 bei der Genaktivierung bereits durch die 
diurnale Regulation oder durch Licht bewirkt werden. Auch wenn die untersuchten WRKY-
Gene und die untersuchten Gene des Phenylpropan-Stofwechsels sich während des 
„Primings“ bezüglich der H3K4me3 und der H3K4me1 unterscheiden, so zeigen sie mit der 
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Erhöhung der H3K4me2 eine Gemeinsamkeit. Wie oben schon diskutiert kann die H3K4me2 
viele der von der H3K4me3 rekrutierten Proteine ebenfalls rekrutieren, sodass die Erhöhung 
der H3K4me2 an den Genen des Phenylpropan-Stoffwechsels die Affinität dieser Proteine ans 
Chromatin steigern würde. Dass „Priming“ sich in anderen Histon-Modifikationen am 
Chromatin „geprimter“ Gene äußert, zeigt zudem, dass es einen einheitlichen und für alle 
Gene zutreffenden „Histon-Code“ nicht gibt. Neben der Studie von „Priming“-assoziierten 
Histon-Modifikationen wurde in dieser Arbeit auch versucht, die Wirkungsweise des HSFB1 
zu ermitteln. 
 
4.6 Rolle von HSFB1 bei der SAR 
 
Die Entscheidung, den HSFB1 als möglichen Transkriptionsfaktor mit einer Rolle beim 
„Priming“ und der SAR zu betrachten, hatte mehrere Gründe.  Das „Priming“ des HSP70-
Gens in menschlichen HeLa Zellen ist dem „Priming“ bei der SAR in Pflanzen sehr ähnlich, 
da beide von SA induziert werden können (Jurivich et al. 1992). In menschlichen Zellen 
wurde gezeigt, dass ein HSF nach einer SA-Behandlung der Zellen an den Promotor des 
HSP70-Gens bindet, dieser HSF aber die Transkription des HSP70-Gens nicht induziert. 
Literatur-Recherchen ergaben, dass die Expression des HSFB1-Gens von biologischen und 
chemischen SAR-Induktoren bis zu 96 Stunden nach dem Kontakt mit dem Aktivator 
induziert bleibt (Cheong et al. 2002). HSFB1 ist ein Transkriptionsfaktor, dem eine 
Aktivierungsdomäne fehlt, und der alleine die Transkription nicht aktivieren kann (Nover et 
al. 2001). Die Auswahl des HSFB1 als möglichen für das „Priming“ benötigten 
Transkriptionsfaktor befürwortete letztendlich der Befund, dass HSFB1 die 
transkriptionsfördernde Wirkung anderer aktivierender HSFs in der Tomate verstärken kann 
(Bharti et al. 2004). Auf Grund der Erkenntnisse, dass in der hsfb1-Mutante kein „Priming“ 
von Abwehrgenen nachweisbar ist und auch die SAR gestört ist (Pick et al. 2012), wurde 
versucht, die Wirkungsweise von HSFB1 bei der SAR zu ermitteln. Unter anderem wurden 
transgene Pflanzen hergestellt, die ein HSFB1-FLAG-Fusionsprotein unter der Kontrolle des 
endogenen HSFB1-Promotors exprimierten (Daten nicht gezeigt). Diese Pflanzen sollten dazu 
dienen, eine Bindung des HSFB1 mit einem anti-FLAG-Antikörper an die Promotoren der 
„geprimten“ Gene nachzuweisen. Eine Bindung des HSFB1-FLAG-Fusionsproteins konnte 
jedoch nicht detektiert werden. Dies könnte einerseits bedeuten, dass der HSFB1 nicht an die 
Promotoren der identifizierten Gene bindet, oder dass der Nachweis der Bindung, z.B. 
aufgrund einer schwachen Assoziation des Faktors mit der DNA, nicht erfolgreich war. Für 
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einen indirekten Einfluss auf die Promotoren spricht, dass die im Wildtypen an WRKY29 
auftretenden Histon-Modifikationen nach einer BTH-Behandlung auch in der hsfb1-Mutante 
auftreten (Thea Pick, Diplomarbeit, RWTH-Aachen). Einen indirekten Einfluss könnte der 
HSFB1 haben, indem er an den Promotor eines anderen Gens bindet, der ebenfalls für das 
„Priming“ notwendig ist. Es wurde gezeigt, dass einige HSF-Gene nach verschiedenen 
Stressbehandlungen induziert werden, und dass die Induktion einiger dieser HSF-Gene bereits 
30 min nach Stressbehandlung eintritt (Swindell et al. 2007). Es könnte also sein, dass 
HSFB1 an den Promotor eines anderen HSF-Gens bindet und dessen Expression nach einer 
Stressbehandlung verstärkt. Die verstärkte Aktivierung könnte dann für das „Priming“ 
notwendig sein. Unter den HSFs stechen besonders stechen HSF2A, HSF4A und HSF8A 
hervor, da sie auf biotischen und abiotischen Stress besonders stark reagieren (von Koskull-
Doring et al. 2007). Auch wenn für HSFA1B eine nur leichte Induktion nach einer Inokulation 
mit phytopathogenen Pseudomonaden gezeigt wurde, so ist er dennoch ein guter Kandidat für 
weitere Untersuchungen. Dies weil HSFA1B-überexprimierende Pflanzen eine Resistenz 
gegen Bakterien, Pilze und Viren zeigen und zudem tolerant für Trockenheit sind (Mullineaux 
and Bechtold 2009). Die multiplen Resistenzen der Pflanzen mit überexprimierten HSFA1B 
weisen also auf einen SAR-ähnlichen Zustand in den Pflanzen hin. Eine andere Studie zeigt, 
dass HSFA1B-überexprimierende Arabidopsis-Pflanzen auch thermotolerant sind (Prandl et 
al. 1998). In der gleichen Studie wurde gezeigt, dass eine Überexpression des HSFB1 nicht 
ausreicht, um eine Thermotoleranz hervorzurufen. Dies deckt sich mit den durchgeführten 
Untersuchungen, bei denen Pflanzen mit einem überexprimierten HSFB1 auch keine 
Resistenz gegen Psm ES4236 zeigten (Daten nicht gezeigt). Die Wirkung von HSFB1 scheint 
aufgrund dieser Befunde für eine Resistenzausbildung nicht ausreichend zu sein. Eine 
Funktionalität von HSFB1 durch Erhöhung der Expression eines HSPs wäre ebenfalls 
denkbar. Die untersuchten „geprimte“ Gene zeigen das Maximum ihrer Expression zwei bis 
drei Stunden nach dem Zweitstimulus. Es könnte sein, dass zur Induktion der „primbaren“ 
Gene eine de novo Synthese von Proteinen notwendig ist. Da HSPs als Chaperone die 
Proteinfaltung beschleunigen, könnte es sein, dass nach einer Wasserinfiltration auch eine 
beschleunigte Proteinfaltung für „Priming“ notwendig ist. Ein von SA induziertes für ein HSP 
codierendes Gen, dessen Induktion vom HSFB1 abhängig ist, ist das HSP70 (AT3G09440) 
(Pajerowska-Mukhtar et al. 2012).  
Um den Einfluss von HSFB1 bei der SAR einzugrenzen, wurden zusätzliche Messungen 
durchgeführt. In der Studie von Thea Pick wurde das Pathogen Psp avrB für die Induktion der 
SAR verwendet. Es wurde gezeigt, dass die hsfb1-Mutante in der Ausbildung der SAR 
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beeinflusst ist. Um ausschließen zu können, dass das Fehlen der SAR in der hsfb1-Mutante 
auf eine fehlerhafte Erkennung von Psp avrB zurückzuführen ist, wurde die Reaktion der 
hfsb1-Mutante nach Infiltration dieses Pathogens untersucht. Es zeigte sich, dass das 
Wachstum der Bakterien Psp avrB in der hsfb1-Mutante im Vergleich zum Wildtypen 
unbeeinflusst ist (Abb. 3.13). Dies deutet darauf hin, dass die hsfb1-Mutante weder in der 
Wahrnehmung, noch in der lokalen Reaktion auf das SAR-induzierende Pathogen 
beeinträchtigt ist. Zusammen mit der Beobachtung, dass das Pathogen Psm ES4326 als 
Zweitinfektion in der hsfb1-Mutante erhöhte Vermehrung (Pick et al. 2012) aber als 
Erstinfektion normale Vermehrung zeigt (Abb. 3.13), muss man annehmen, dass HSFB1 
ausschließlich während einer Zweitinfektion wirkt. Daher kann man sagen, dass HSFB1 ein 
für die SAR spezifischer Faktor ist. Um zu ermitteln, ob die Weiterleitung des systemischen 
Signals oder die Expression bestimmter PR-Gene in der hsfb1-Mutante beeinflusst ist, wurde 
exemplarisch die PR1-, PR2- und PR5-Genexpression in systemischen Blättern nach einer 
distalen Infektion mit Psp avrB betrachtet. Diese ist jedoch von der hsfb1-Mutation 
unbeeinflusst (Abb. 3.14). Dies weist darauf hin, dass die Weiterleitung des Signals von den 
infizierten distalen Blättern zu den systemischen Blättern in der hsfb1-Mutante unbeeinflusst 
ist. Der Befund befürwortet die Hypothese, dass die in der hsfb1-Mutante gestörte SAR auf 
das in der hsfb1-Mutante fehlende „Priming“ von Abwehrgenen zurückzuführen ist.  
Ein weiterer Hinweis zur Rolle von HSFB1 ergibt sich aus der Studie der Expression des 
HSFB1-Gens in den npr1- und edr1-Mutanten (Abb. 3.15). Im Wiltyp wurde HSFB1 nach 
einer BTH-Behandlung sehr stark induziert. Die npr1-Mutante zeigt nach einer BTH-
Behandlung eine überaus verminderte Induktion des HSFB1-Gens, die jedoch im Vergleich 
zum unbehandelten Wildtypen noch immer etwa 4-fach erhöht ist. Die edr1-Mutante zeigt 
eine erhöhte Expression im Vergleich zum Wildtypen; diese ist jedoch nur etwa ein Fünftel so 
hoch wie im mit BTH behandelten Wildtypen (Abb. 3.15). Die Expression in der mit BTH 
behandelten npr1-Mutante und in der unbehandelten edr1-Mutante ist ähnlich hoch wie die 
Expression in systemischen Blättern nach einer Infektion mit einer Bakteriensuspension (Psm 
OD 0,002), mit der erfolgreich „Priming“ induziert werden konnte (Abb. 3.3). Daher scheint 
das Fehlen von „Priming“ in der npr1-Mutante nicht auf eine zu niedrige Expression von 
HSFB1 zurückzuführen zu sein. Auch das Ausmaß der HSFB1-Expression in der edr1-
Mutante ist der Expression in systemischen Blättern nach einer bakteriellen Infektion ähnlich. 
Ob die edr1-Mutante jedoch HSFB1 zur Ausbildung des „Primings“ mit einbezieht bleibt 
unklar. Da die Induktion von HSFB1 in distalem Gewebe nach einer bakteriellen Infektion 
schwach ausfällt, ist es auch fraglich, ob die transkriptionelle Induktion des HSFB1-Gens 
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durch BTH oder eine bakterielle Infektion an distalen Blättern für „Priming“ und SAR 
notwendig sind. Es könnte sein, dass eine basale Expression wie sie in unbehandelten 
Pflanzen vorzufinden ist für die Ausbildung der SAR und des „Primings“ bereits ausreicht.  
 
Insgesamt konnte die Wirkungsweise von HSFB1 in Arabidopsis nicht vollständig ermittelt 
werden. Jedoch konnte ich in Zusammenarbeit mit Thea Pick zeigen, dass HSFB1 sowohl 
beim „Priming“, als auch bei der SAR eine wichtige Rolle spielt (Pick et al. 2012). Das 
unbeeinflusste Bakterienwachstum nach einer Erstinfektion und die unbeeinflusste 
systemische PR-Geninduktion in der hsfb1-Mutante, deuten darauf hin, dass sowohl die 
Reaktion auf eine Erstinfektion als auch die Weiterleitung des von den Bakterien induzierten 
systemischen Signals in der hsfb1-Mutante nicht beeinflusst ist. Eine Interpretation dieses 
Ergebnisses ist, dass HSFB1 bei der Ausbildung der SAR im lokalen Gewebe wirkt. Durch 
den fehlenden Beweis einer HSFB1-Bindung an den Promotor kann jedoch nicht gesagt 
werden, ob HSFB1 direkt an den Promotoren der „geprimten“ Gene wirkt, oder ob seine 
Wirkung indirekt ist. Für eine indirekte Wirkung spricht zudem noch, dass auch in der hsfb1-
Mutante erhöhte Histon-Modifikationen am WRKY29-Promotor nach einer BTH-Behandlung 
auftreten (Thea Pick, Diplomarbeit, RWTH-Aachen). Die Wirkung von HSFB1 auf die 
Ausbildung der SAR in Arabidopsis scheint nicht dessen einzige Aufgabe zu sein, da gezeigt 
wurde, dass die hsfb1-Mutante eine erhöhte PDF1.2 Expression aufweist (Kumar et al. 2009). 
Eine naheliegende Hypothese ist, dass HSFB1 das Gen PDF1.2 negativ reguliert. Da PDF1.2 
ein von JA induziertes Gen ist, könnte der HSFB1 also auch einer der Schalter zwischen dem 
SA-Signalweg und dem JA-Signalweg sein, ähnlich wie es für das NPR1- und WRKY70-
Protein beschrieben wurde (Li et al. 2004, Spoel et al. 2003). Zusätzlich hat man zeigen 
können, dass HSFB1 für die Ausbildung der erworbenen Thermotoleranz benötigt wird (Ikeda 
et al. 2011). Pflanzen, die kein funktionelles HSFB1 und HSFB2b Protein exprimieren, 
zeigen eine verminderte erworbene Thermotoleranz. Es kann also sein, dass der HSFB1 ein 
genereller Faktor ist, der für die Anpassung von Pflanzen an Stress benötigt wird.  
 
 
4.7 Zusammenfassung und Ausblick 
 
Seit Jahrzehnten weiß man, dass „Priming“ mit der Abwehr von Pathogenen sowohl in 
Vertebraten, als auch in Pflanzen assoziiert ist (Kuc 1987, Conrath et al. 2002, Hayes et al. 
1995). Die zum „Priming“ führenden molekularen Mechanismen waren jedoch bis vor ein 
paar Jahren unbekannt. In dieser Arbeit konnten zwei neue molekulare Komponenten des 
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„Primings“ in Arabidopsis identifiziert werden. Außer der bereits beschriebenen 
Akkumulation von MPK3/6 (Beckers et al. 2009) konnte erstmals ein Zusammenhang 
bestimmter Histon-Modifikationen mit Priming und eine Beteiligung von HSFB1 
nachgewiesen werden. Das Zusammenwirken dieser Mechanismen muss im Detail noch 
ermittelt werden. Bekannt ist, dass die Veränderungen bei den Histon-Modifikationen am 
WRKY29-Promotor nach einer BTH-Behandlung unabhängig vom HSFB1 sind (Thea Pick, 
Diplomarbeit, RWTH-Aachen). Der HSFB1 könnte aber -auch wenn er für die Erhöhung der 
Histon-Modifikationen nicht notwendig ist- dennoch an die Promotoren der „geprimten“ 
Gene binden. Andererseits könnte HSFB1 auch indirekt wirken, indem er an Promotoren 
anderer Gene bindet, die für „Priming“ notwendig sind. Die Aufgabe der Histon-
Modifikationen an den „geprimten“ Genen ist in der Vorbereitung des Chromatins auf eine 
Induktion der Gene zu sehen. Die Veränderung des Chromatins könnte durch Rekrutierung 
von transkriptionsfördernden Proteinen vor und/oder während einer durch Stress verursachten 
Geninduktion die Transkription beschleunigen. Zudem könnten die Histon-Modifikationen zu 
einem vererbbaren Zellgedächtnis beitragen, bei dem der die Transkription beschleunigende 
Effekt vererbt würde.  
Die MPK3 dient der Übermittlung eines durch die Wahrnehmung eines Pathogens 
ausgelösten Signals. Da der MPK3/6, den Histonmodifikationen und dem HSFB1 eine 
positive Wirkung auf die Expression „geprimter“ Gene zugesprochen wird, stellt sich die 
Frage, wieso aus der Evolution mehrere Mechanismen zum „Priming“ hervorgegangen sind. 
Ein Grund dafür könnte sein, dass Pathogene Effektorproteine haben, mit denen sie 
Abwehrreaktionen der Zelle zu unterdrücken versuchen. So wurde gezeigt, dass 
Pseudomonaden so genannte AvrPtoB-Proteine produzieren, die den Abbau des Flagellin-
Rezeptors FLS fördern (Gohre et al. 2008). Ebenso für Pseudomonaden wurde gezeigt, dass 
sie mittels des HopAI1 Proteins die Dephosphorylierung und damit die Inaktivierung der 
MPK3 bewirken (Zhang et al. 2007). Unter Bedingungen, bei denen die pflanzlichen 
Abwehrreaktionen von Pathogenen unterdrückt werden, könnte die Aufgabe von „Priming“ 
nicht einfach nur die Verstärkung der Abwehrantworten sein. „Priming“ könnte ebenso die 
Aufgabe haben, der Unterdrückung der Abwehrantworten entgegenzuwirken. Die Vielzahl 
der beim „Priming“ beteiligten Mechanismen könnte also die Konsequenz aus einer 
Koevolution zwischen Pathogen und Pflanze sein. Da Pathogene an unterschiedlichen Stellen 
versuchen, die Abwehrreaktion zu unterdrücken, muss die Pflanze auch an unterschiedlichen 
Stellen versuchen, diese Unterdrückung auszugleichen. Eine Wirkungsweise des HSFB1 
könnte z.B. sein, die HSP Menge zu erhöhen. Der Effektor HopI1 bindet an HSP70-Protein in 
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Arabidosis und unterdrückt die SA-Biosynthese (Jelenska et al. 2010, Jelenska et al. 2007). 
Für den HSFB1 wurde gezeigt, dass er für eine SA-induzierte HSP70-Geninduktion 
notwendig ist (Pajerowska-Mukhtar et al. 2012). So könnte der HSFB1 durch Erhöhung der 
HSP70 Menge dem bakteriellem Effektor HpoI1 entgegenwirken. Wie die Histon-
Modifikationen, die MPK3 und der HSFB1 zusammen wirken, muss noch ermittelt werden.  
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factor 
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 
DTT Dithiothreitol 
edr1 enhanced disease resistance 1 
EDTA Etylendiamintetraessigsäure 
EtBr Ethidiumbromid 
FACT Facilitates Chromatin Transcription 
g Gramm 
HAT Histonacetyltransferase 
HCl Chlorwasserstoff 
HDAC Histondeacetylase 
HDM Histondemethylase 
HMT Histonmethyltransferase 
HP1 Heterochromatin Protein 1 
HRP Horse Radish-Peroxidase 
HSFB1 heat shock factor B1 
GAPDH GLYCERINALDEHYD-3-PHOSPHATDEHYDROGENASE  
GTF Genereler Transkriptions Faktor 
INA 2,6-Dichloroisonikotinsäure 
IP Immunopräzipitatmenge 
JA Jasmonsäure 
K Lysin 
l Liter 
M molar 
MAMP Mikroben-assoziierten molekularen Muster 
MAPK mitogen activated protein kinase 
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MAR Matrix-Assoziierten-Regionen 
me Methylgruppe 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
min Minute 
ml Milliliter 
mM millimolar 
M-MLV RT Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase 
mRNA Boten-RNA 
Na Natrium 
NaCl Natriumchlorid 
NaOH Natriumhydroxid 
NahG Salicylat-Hydroxylase 
NELF negativ elongation factor 
NURF Nucleosome-Remodeling-Faktor 
nm Nanometer 
nM nanomolar 
npr1 nonexpresser of PR genes 1 
N-terminal Amino-terminal 
OD optische Dichte 
OD260 optische Dichte bei 260 nm Wellenlänge 
OD280 optische Dichte bei 280 nm Wellenlänge 
OD600 optische Dichte bei 600 nm Wellenlänge 
OH Hydroxyl 
p.a. pro analysis 
PAA Polyacrylamid 
PAF1 Polymerase II-assoziierter Faktor 1 
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PAL PHENYLALANIN-AMMONIUM-LYASE 
PCR Polymerase-Chain-Reaktion 
PEPC PHOSPHOENOLPYRUVAT-CARBOXYLASE 
pH power of hydrogen 
PHD plant homeodomain 
PIC Präinitiationskomplex 
pmol Picomol 
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Pol Polymerase 
PR Pathogenesin Related 
Psm Pseudomonas syringae pv. maculicola 
Psp Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 
Pst Pseudomonas syringae pv. tomato 
P-TEF positiv transcription elongation factor 
qPCR quantitative Real-Time-PCR 
RNA Ribonukleinsäure 
RNAPII RNA-Polymerase II 
RT Reverse Transkriptase 
S Serin 
SA Salicylsäure 
SAGA Spt-Ada-Gcn5-Acetyltransferase 
SAR systemisch erworbene Resistenz 
Ser Serin 
SDS Natrium-Dodecylsulfat 
sec Sekunde 
sni1 suppressor of npr1-1 inducible 1 
snRNP small nuclear ribonuclein partikel 
TAE Tris-Acetat-Etylendiamintetraessigsäure 
TE Tris-Etylendiamintetraessigsäure 
TF Transkriptionsfaktor 
TFII Genereler Transkriptionsfaktor II 
TMV Tabakmosaikvirus 
Tris Trishydroxymethylaminomethan 
U Unit 
ub Ubiquitin 
ü.N. über Nacht 
UV Ultraviolett 
V Volumen 
V/cm Volt/Zentimeter 
v/v Volumen/Volumen 
w/v Masse/Volumen 
x g x fache Erdbeschleunigung 
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z.B. zum Beispiel 
α Alpha 
β Beta 
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